Chimäre Antikörperfusionsproteine zur selektiven Induktion von Apoptose in Tumorzellen by Dälken, Benjamin
Chimäre Antikörperfusionsproteine zur selektiven
Induktion von Apoptose in Tumorzellen
Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften
vorgelegt beim Fachbereich 14
der Johann Wolfgang Goethe-Universität
in Frankfurt am Main
von
Benjamin Dälken
aus Georgsmarienhütte
Frankfurt 2005
(DF1)Vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften (FB 14) der Johann Wolfgang
Goethe-Universität als Dissertation angenommen.
Dekan:  Prof. Dr. Harald Schwalbe
Gutachter: Prof. Dr. Winfried Wels
Prof. Dr. Bernd Ludwig
Datum der Disputation: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .Zusammenfassung
Zusammenfassung
Tumorerkrankungen, insbesondere solche im metastasierenden Stadium, erfordern effiziente Therapien.
Krebstherapien wie Bestrahlung oder Chemotherapie wirken über die Induktion von Apoptose. Resistenz
gegen diese Behandlungsansätze geht einher mit der Blockierung relevanter apoptotischer Signalwege.
Dennoch haben Tumorzellen nicht grundsätzlich die Fähigkeit verloren, apoptotischen Zelltod zu sterben,
d. h. mit einem geeigneten Stimulus kann in jeder Tumorzelle Apoptose induziert werden.
In dieser Arbeit wurden Proteine entwickelt, die Enzyme apoptotischer Signalkaskaden selektiv in
Tumorzellen einschleusen. Um Spezifität für transformierte Zellen zu erlangen, wurden diese Proteine
mit Zellbindungsdomänen gekoppelt, die an tumorassoziierte Antigene binden. Als Zielstrukturen auf der
Oberfläche von Krebszellen dienten die Rezeptoren der ErbB Familie „epidermal growth factor receptor“
(EGFR) und ErbB2. Überexpression dieser Rezeptoren wird auf einer Vielzahl von Tumoren epithelialen
Ursprungs  beobachtet  und  ist  ursächlich  beteiligt  an  der  malignen  Transformation.  Als
Apoptoseinduktoren wurden die Serinprotease Granzym B (GrB) sowie das Protein „apoptosis inducing
factor“ (AIF) eingesetzt. GrB induziert Apoptose durch direkte Aktivierung von Caspasen und Spaltung
zentraler Caspasen-Substrate. Damit greift die Protease am unteren Effektorende apoptotischer Signal-
wege ein und umgeht so die meisten Resistenzmechanismen transformierter Zellen. Um GrB in Tumor-
zellen einzuschleusen, wurde die Protease mit dem ErbB2 spezifischen Antikörperfragment scFv(FRP5)
gekoppelt. Zunächst wurde eine biotinylierte Variante der Protease (bGrB) über die hochaffine Streptavi-
din/Biotin Interaktion mit einem Fusionsprotein komplexiert, das aus dem scFv(FRP5) und Streptavidin
besteht (SA-5). Komplexe aus enzymatisch aktivem bGrB und SA-5 wiesen selektive cytotoxische Akti-
vität gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen auf, die allerdings von der Präsenz des endosomolytischen
Reagenz  Chloroquin  abhing.  Dies  zeigt  die  Notwendigkeit  einer  Translokation  vom  endosomalen
Kompartiment, um internalisiertem GrB Zugang zu seinen cytosolischen Substraten zu ermöglichen.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen, die grundsätzlich nachweisen, daß das Einbringen von GrB in
Tumorzellen ausreichend ist, um in diesen Zellen Apoptose zu induzieren, wurden Fusionsproteine abge-
leitet, in denen GrB direkt mit Zellbindungsdomänen fusioniert ist. Neben dem scFv(FRP5) wurde auch
der EGFR-Ligand TGFα eingesetzt. Fusionsproteine bestehend aus reifem GrB und scFv(FRP5) (GrB-5)
bzw. TGFα (GrB-T) wurden in der Hefe Pichia pastoris exprimiert und mit hohen Ausbeuten gereinigt.
GrB-5 und GrB-T zeigten enzymatische Aktivität und wiesen Affinität zu ErbB2 bzw. EGFR auf. In
Gegenwart von Chloroquin zeigten GrB-5 und GrB-T selektive cytotoxische Aktivität gegenüber Zellen,
die den jeweiligen Zielrezeptor exprimieren. Die IC50 Werte der Proteine lagen im pico- bis nanomolaren
Bereich und sind damit vergleichbar mit denen rekombinanter Immun- bzw. Wachstumsfaktortoxine, die
Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas aeruginosa als Effektor nutzen. Induktion von Apoptose erfolgte
durch GrB-5 und GrB-T allerdings deutlich schneller (3 h) als durch ETA Fusionsproteine (72 h), da GrB
im Gegensatz zu ETA direkt in apoptotische Signalkaskaden eingreift.
Um die weitere Charakterisierung von GrB-5  und  GrB-T  zu  erleichtern,  wurden  in  der  vor-
liegenden Arbeit Möglichkeiten für eine Optimierung der Expression dieser Fusionsproteine in Hefe
untersucht. Dazu wurde eine Strategie entwickelt, die auf der Beobachtung beruht, daß die Löslichkeit
und Stabilität von Proteinen durch Fusion mit solchen Domänen erhöht werden kann, die selbst eine hoheZusammenfassung
Löslichkeit und Stabilität besitzen. Ein Protein mit diesen Eigenschaften ist das Maltose Bindungsprotein
(MBP) aus E. coli. In dieser Arbeit wurde MBP bei der Expression rekombinanter Proteine in P. pastoris
eingesetzt, um die Ausbeute löslicher Proteine zu steigern. Es wurde eine Strategie entwickelt, die es
erlaubt, MBP posttranslational in vivo vom Fusionspartner zu trennen. Hierzu wurde eine Erkennungsse-
quenz der Protease Furin (furS) zwischen MBP und Fusionspartner eingefügt. Zunächst wurde untersucht,
ob GrB als MBP Fusionsprotein in enzymatisch aktiver Form exprimiert werden kann, was eine Grund-
voraussetzung für die Expression tumorspezifischer GrB Fusionsproteine in diesem System darstellt.
Die Ausbeute von GrB konnte durch diese Strategie erheblich gesteigert werden. Daneben war eine
vollständige Prozessierung der Fusionsproteine innerhalb der Furin-Erkennungssequenz nachweisbar. Als
MBP Fusionsprotein exprimiertes GrB wies allerdings keine enzymatische Aktivität auf. Weitere Unter-
suchungen  zeigten,  daß  das  terminale  Serin  der  furS-Sequenz,  das  nach  Spaltung  durch  Furin  am
N-Terminus von GrB zurückbleibt, die enzymatische Aktivität der Serinprotease inhibiert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher nicht weiter versucht, die Ausbeute an tumorspezifischen GrB Fusions-
proteinen durch Fusion mit löslichen Proteindomänen zu erhöhen. Für Proteine, die ein N-terminales
Serin tolerieren, stellt das hier entwickelte System allerdings eine neuartige Strategie dar, um die Aus-
beute in P. pastoris um ein Vielfaches zu steigern. Dies wurde anhand von rekombinantem ErbB2 als
Modellprotein bestätigt.
Als alternativer Effektor in tumorspezifischen Fusionsproteinen wurde AIF als caspasenunab-
hängig agierendes proapoptotisches Signalmolekül eingesetzt. In apoptotischen Zellen bewirkt die Frei-
setzung von AIF aus dem mitochondrialen Intermembranraum die nachfolgende Translokation des Prote-
ins in den Zellkern, woraufhin DNA-Fragmentierung induziert wird. Zum Einschleusen von AIF in Tu-
morzellen wurde das Flavoprotein mit dem scFv(FRP5) fusioniert (5-AIF). Um eine cytosolische Trans-
lokation von AIF zu erreichen, wurde ein Konstrukt abgeleitet, das zusätzlich die Translokationsdomäne
von Exotoxin A enthält (5-E-AIF). Diese Domäne ist beim Wildtyp-Toxin notwendig für dessen retro-
graden Transport vom Endosom über den Golgi Apparat und das ER in das Cytosol. Innerhalb der Trans-
lokationsdomäne  findet  zudem  eine  Prozessierung  durch  die  endosomale  Protease  Furin  statt.  AIF
Fusionsproteine wurden in E. coli exprimiert, gereinigt und renaturiert. Die Proteine wiesen Affinität für
ErbB2 auf und interagierten mit DNA, eine Eigenschaft, die essentiell für die proapoptotische Aktivität
von AIF ist. 5-E-AIF zeigte gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen cytotoxische Aktivität, die ver-
gleichbar mit der des Immuntoxins scFv(FRP5)-ETA war. Diese Aktivität war allerdings nur in Gegen-
wart von Chloroquin gegeben. Das Protein 5-AIF, in dem die Translokationsdomäne fehlt, zeigte auch in
Kombination mit Chloroquin keine Cytotoxizität. Eine mögliche Folgerung hieraus ist, daß die N-termi-
nale Antikörperdomäne der Fusionsproteine die proapoptotische Aktivität der AIF Domäne blockiert.
5-E-A wird sehr wahrscheinlich durch die endosomale Protease Furin „aktiviert“, die den scFv(FRP5)
durch proteolytische Spaltung innerhalb der ETA-Domäne entfernt haben könnte. Für die eigentliche
Translokation reicht der ETA-Anteil allerdings nicht aus, wahrscheinlich, weil in dem hier abgeleiteten
Konstrukt ein für die Funktionsweise des Wildtyp-Toxins essentielles ER Retentionssignal fehlte.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daß durch Einsatz apoptotischer Signalmoleküle in tumorzell-
spezifischen Fusionsproteinen hohe und selektive cytotoxische Aktivitäten erzielt werden können. Eine
weitere Entwicklung dieser Proteine als mögliche Tumortherapeutika erscheint daher sinnvoll.Inhaltsverzeichnis
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1
1 Einleitung
1.1 Apoptose
Die Neuentstehung und das Absterben von Zellen eines vielzelligen Organismus muß während der
Entwicklung, aber auch im Zuge der allgemeinen Homöostase präzise kontrolliert werden. Um eine
konstante  Zellzahl  zu  gewährleisten,  sterben  von  den  ca.  30  Billionen  Zellen  eines  erwachsenen
Menschen täglich etwa 10 Milliarden Zellen. Damit wird die Zahl der durch Mitose neu gebildeten Zellen
ausgeglichen. Hierfür ist ein effizienter aktiver physiologischer Prozeß notwendig, der stark reguliert sein
muß, da der Zelltod das einzige irreversible Schicksal einer Zelle darstellt (Evan und Vousden, 2001).
Generell kann als physiologischer Zelltod das Sterben von Zellen in einem Organismus betrachtet
werden, das unter Beteiligung endogener Proteine aufgrund eines Prozesses erfolgt, der durch den
Organismus selbst eingeleitet wird mit dem Ziel, eigene Zellen zu eliminieren.
Der Begriff „programmierter Zelltod” wurde erstmalig 1964 von Lockshin und Williams ver-
wendet, um die spezifische Eliminierung von Zellen während der Entwicklung der Seidenmotte zu
beschreiben.  Diese  Eliminierung  erfolgte  immer  in  einer  identischen  Abfolge  und  war  daher
offensichtlich genetisch festgelegt (Lockshin und Williams, 1964). Ursprünglich wurde der Begriff
„programmierter Zelltod”  deshalb  verwendet,  um  das  gezielte  Absterben  von  Zellen  während  der
Entwicklung zu beschreiben [Übersicht in: (Formigli et al., 2004)].
Unabhängig  hiervon  beschrieben Kerr,  Wyllie und  Curie  grundlegende  morphologische Ver-
änderungen von sterbenden Zellen, denen sie einen geordneten und konservierten Prozeß zugrundelegten.
Diesen bezeichneten sie als „Apoptose” (Kerr et al., 1972). Beide Begriffe, „programmierter Zelltod” und
„Apoptose”, werden heute weitgehend synonym verwendet, unabhängig vom Stimulus der zum Tod der
Zelle führt.
Im Gegensatz zur Nekrose, die durch äußere, physikalische Schädigung (z. B. Hyperthermie oder
Verletzung) hervorgerufen wird und ohne genetische Kontrolle abläuft, ist Apoptose ein aktiver Prozeß,
in deren Verlauf Stimuli aus der Zellumgebung oder Signale, die in der Zelle selbst entstehen, ein
genetisch angelegtes Programm zum Ablauf bringen, das schließlich zum kontrollierten Absterben von
Zellen  führt.  Apoptose  und  Nekrose  lassen  sich  sowohl  morphologisch  als  auch  biochemisch
unterscheiden. Während die Nekrose zur Zerstörung der Cytoplasmamembran und so zum Entleeren des
Zellinhalts führt, bilden sich bei der Apoptose membranumhüllte Vesikel, die Zellkernfragmente und
Cytoplasma  enthalten  (Hengartner,  2000).  Diese  sogenannten  „apoptotic  bodies“  werden  von
phagocytierenden Zellen erkannt und beseitigt. Eine Schädigung von Nachbarzellen wird auf diese Weise
minimiert und entzündliche Reaktionen vermieden, was im deutlichen Gegensatz zur Nekrose steht.
Allerdings  können  beide  Formen  des  Zelltods  auch  gemeinsam  auftreten.  So  führen  etwa
verletzungsbedingte Nekroseerscheinungen  oft  zur  Freisetzung  von  Entzündungsmediatoren  (z. B.
Cytokinen), welche dann im benachbarten Gewebe apoptotisch wirken können (Steller, 1995). Anderer-
seits wird bei massiver Apoptose in Geweben häufig Sekundärnekrose beobachtet.1 Einleitung
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1.2 Molekulare Mechanismen apoptotischer Signalwege
Genetische und biochemische Untersuchungen haben sehr komplexe Mechanismen offengelegt, die für
die Induktion, die Signalleitung und die molekularen Änderungen während der Apoptose verantwortlich
sind. Diese Mechanismen sind in unterschiedlichen Organismen wie dem Nematoden Caenorhabditis
elegans, der Fliege Drosophila  melanogaster und auch im Menschen weitgehend konserviert. Die
Komponenten und Signalwege, die für die Apoptose im Menschen verantwortlich sind, werden in den
folgenden Abschnitten erläutert.
1.2.1 Caspasen, Effektoren des programmierten Zelltods
Caspasen  sind  Effektoren des  programmierten Zelltods und  für  die meisten morphologischen Ver-
änderungen während der Apoptose verantwortlich. So konnte z. B. in Caspase-3-negativen Zellen weder
das charakteristische „membrane blebbing” noch „DNA laddering”, die internukleosomale Degradation
der chromosomalen DNA, beobachtet werden (Janicke et al., 1998; Slee et al., 2001).
Caspasen sind konstitutiv exprimierte cysteinabhängige aspartatspezifische Proteasen,  die  als
Vorläufermoleküle  mit  geringer  oder  ohne  katalytische  Aktivität  synthetisiert  werden  [Übersicht:
(Nicholson, 1999; Shi, 2002; Stennicke und Salvesen, 2000; Thornberry, 1999; Thornberry und Lazebnik,
1998)]. Die apoptotischen Signalwege laufen in der Aktivierung von Caspasen zusammen, die dann das
Zelltodprogramm auslösen. Neuere Daten beschreiben jedoch auch caspasenunabhängige Formen der
Apoptose (Cregan et al., 2004; Lockshin und Zakeri, 2004) (vgl. Abschnitt 1.3.3).
Alle 14 Caspasen der Säuger, von denen 11 auch im Menschen gefunden wurden, werden als
Vorläuferproteine in den kernhaltigen Zellen synthetisiert. In der Zelle sind sie im Cytoplasma sowie z. T.
auch in den Mitochondrien und dem ER lokalisiert (Shikama et al., 2001; Zhivotovsky et al., 1999).
Caspasen weisen Homologien in Aminosäuresequenz, Struktur und Substratspezifität auf (Nicholson,
1999). Sie bestehen aus drei Domänen: einer N-terminalen Prodomäne, einer großen Untereinheit (ca.
20 kDa) und einer kleinen Untereinheit (ca. 10 kDa). Die N-terminale Prodomäne hat eine hochvariable
Struktur und Länge (23 bis 216 Aminosäuren).
Die Aktivierung der Caspasen erfordert zwei proteolytische Spaltungen, die zwischen großer und
kleiner Untereinheit sowie zwischen Prodomäne und großer Untereinheit stattfinden. Die große und die
kleine Untereinheit lagern sich daraufhin zu einem Heterodimer zusammen. Zwei Heterodimere bilden
schließlich ein enzymatisch aktives Tetramer mit zwei aktiven, voneinander unabhängigen katalytischen
Zentren  (Grutter,  2000;  Shi,  2002).  Die  proteolytische  Spaltung  von  Substraten  erfordert  eine
Signalsequenz aus vier Aminosäuren, die mit einem Aspartat enden muß. Je nach Aminosäureabfolge
werden verschiedene Signalsequenzen durch unterschiedliche Caspasen gespalten (Thornberry et al.,
1997). Neben der Primärstruktur spielt offensichtlich auch die Sekundär- und die Tertiärstruktur der
Substrate eine Rolle, da nicht alle Proteine mit entsprechender Signalsequenz durch Caspasen prozessiert
werden können (Thornberry und Lazebnik, 1998). Caspasen werden aufgrund ihrer Funktion in der1 Einleitung
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Signaltransduktion, die letztendlich zum programmierten Zelltod führt, in zwei Gruppen eingeteilt: Die
Initiatorcaspasen (Caspasen 2, 8, 9 und 10) mit langen Prodomänen und die Effektorcaspasen (Caspasen
3, 6 und 7) mit kurzen Prodomänen. Die Caspasen 1, 4, 5 und 11 scheinen hauptsächlich an der
Prozessierung von Cytokinen beteiligt zu sein und haben keinen direkten Einfluß auf den programmierten
Zelltod (Meergans et al., 2000). Die proteolytische Spaltung von Caspasen zwischen den Untereinheiten
erfolgt wie die Spaltung von anderen Caspasen-Substraten nach Aspartatresten, so daß sich Caspasen
gegenseitig aktivieren können. Daher kann die Aktivierung von Caspasen durch gegenseitige Spaltung zu
einer Verstärkung apoptotischer Signale führen. Eine solche Caspasen-Kaskade erklärt auch das sehr
schnelle Ablaufen des apoptotischen Zelltods (Strasser, 1999).
Die Aktivierung einer Effektorcaspase erfordert die Spaltung durch eine Initiatorcaspase oder
durch Granzym B (siehe Abschnitt 1.4). Durch diese Spaltung wird die enzymatische Aktivität der
Effektorcaspase stark erhöht, so daß sie ihrerseits zahlreiche Substrate spalten kann, was schließlich zum
apoptotischen Phänotyp führt. Im Gegensatz hierzu erfolgt die Aktivierung der Initiatorcaspasen auf
andere Weise. So hat im Fall isolierter Caspase-9 z. B. die Spaltung des Vorläufermoleküls nur eine
geringe Steigerung der katalytischen Aktivität zur Folge (Srinivasula et al., 2001; Stennicke et al., 1999).
Im Kontext des „apoptosome“ hingegen erfolgt eine starke Zunahme der enzymatischen Aktivität von
prozessierter, aber auch von ungespaltener Caspase-9 (Rodriguez und Lazebnik, 1999; Srinivasula et al.,
2001).  Für  die  Aktivierung  von  Caspase-9  scheint  also  weniger  die  Spaltung  zwischen  den
Untereinheiten, als vielmehr der Kontakt zu Proteinen des „apoptosome“ entscheidend zu sein. Gleiches
gilt vermutlich für die Aktivierung von Caspase-8 im „death inducing signaling complex” (DISC). Hier
wird wahrscheinlich eine Konformationsänderung der Procaspase-8 induziert, die durch Dimerisierung
hervorgerufen  wird.  Diese  aktive  Konformation  der  Procaspase-8  wird  durch  autokatalytische
Prozessierung lediglich stabilisiert (Boatright et al., 2003; Donepudi et al., 2003). Die Spaltung selbst ist
aber nicht zwingend erforderlich für die katalytische Aktivität (vgl. Abschnitt 1.3.1). Das „induced
proximity” Modell (Salvesen und Dixit, 1999), mit dem bisher die Aktivierung von Caspasen beschrieben
wurde, muß aus heutiger Sicht für die Aktivierung der Initiatorcaspasen modifiziert werden. Ursprünglich
wurde davon ausgegangen, daß allein die räumliche Nähe mehrerer Caspasen zur gegenseitigen Spaltung
und so zur Aktivierung führt. Wahrscheinlich nehmen die Initiatorcaspasen jedoch durch Dimerisierung
und durch Interaktion mit anderen Proteinen eine aktive Konformation ein, die durch intermolekulare
Spaltung  lediglich  stabilisiert  wird.  Auf  die  enzymatische  Aktivität  der  Initiatorcaspasen  hat  diese
Spaltung nur geringen Einfluß.
Durch aktivierte Initiatorcaspasen werden dann Effektorcaspasen aktiviert, die durch Spaltung
zellulärer Substrate den Zelltod auslösen, was zum charakteristischen Phänotyp apoptotischer Zellen
führt.
1.2.2 Caspasen-Substrate
Aktive Effektorcaspasen spalten zahlreiche Substrate, was innerhalb kurzer Zeit zum Abbau zellulärer1 Einleitung
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Strukturen führt. Bisher wurden über 280 Caspasen-Substrate (sog. „death substrates”) in der Zelle
identifiziert (Fischer  et al., 2003; Martin, 2003). Dazu gehören Strukturproteine (α-Aktin, β-Aktin),
Proteinkinasen (MEKK-1, PKC d, Wee-1, Akt-1, FAK), Transkriptions- und Translationsfaktoren (Max,
CREB, STAT-1, NFκB, IκBα, SREBPs, hnRNPs, U1-70 kDa, snRNP, SP1), Proteine, die an der DNA-
Reparatur oder Zellzykluskontrolle beteiligt sind (PARP, DNA-PKcs, pRb, NuMA, Mdm-2, cdc27),
Apoptose-Regulatoren (Bcl-2,  Bcl-xL, Bid, XIAP) und Membranrezeptoren (EGFR, ErbB2, TNF-R1,
Glutamat  Rezeptor).  Eine  vollständige  Liste  bisher  identifizierter  Substrate  mit  entsprechenden
Referenzen ist in (Fischer et al., 2003) aufgeführt. Caspasen-Substrate werden jedoch nicht immer durch
Spaltung inaktiviert, sondern können ebenso durch Prozessierung aktiviert werden. Zahlreiche Caspasen-
Substrate agieren auch als Vermittler oder als Verstärker apoptotischer Signale. Nicht bei allen dieser
Substrate ist die Relevanz der Spaltung für den Ablauf des apoptotischen Zelltods geklärt. Bei einigen
bekannten Substraten kann jedoch ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen ihrer Spaltung und den
morphologischen Veränderungen von apoptotischen Zellen hergeleitet werden. Ein Beispiel hierfür ist die
internukleosomale Spaltung der chromosomalen DNA („DNA laddering”) während der Apoptose. Diese
Fragmentierung wird vermittelt durch die Aktivierung des „DNA fragmentation factor” (DFF), einem
heterodimeren Proteinkomplex, der aus der Endonuklease DFF40/CAD (caspase activated DNAse) und
deren Inhibitor DFF45/ICAD (inhibitor of CAD) besteht (Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998). ICAD
dient bei der Synthese von CAD als Chaperon und liegt in nicht-apoptotischen Zellen an CAD gebunden
vor, wodurch die Nukleaseaktivität von CAD vollständig inhibiert wird (Sakahira et al., 2000). ICAD ist
ein Substrat von Caspase-3. Spaltung des Inhibitors führt zur Translokation von CAD in den Zellkern und
hier schließlich zur Fragmentierung der chromosomalen DNA. Apoptotische Zellen, die kein CAD
exprimieren, zeigen keine charakteristische DNA-Fragmentierung, jedoch andere typische Merkmale des
programmierten Zelltods (Enari et al., 1998; Nagata, 2000; Sakahira et al., 1998).
1.3 Induktion von Apoptose
Eine Vielzahl verschiedener Signale kann zur Induktion von Apoptose in Zellen führen [Übersicht:
(Strasser et al., 2000; Zörnig et al., 2001)]. Entwicklungsbedingte Apoptose wird meist auf Ebene der
Transkription initiiert. Allgemein ist das Überleben einer Zelle abhängig von Überlebensfaktoren, d. h.
eine Zelle stirbt, wenn sie nicht aus ihrer Umgebung Signale erhält, die das Anschalten des apoptotischen
Zelltodprogramms verhindern (Ishizaki et al., 1995). Darüber hinaus wird Apoptose initiiert infolge von
zellulärem Streß wie Sauerstoff- oder Nährstoffmangel, fehlendem Zell-Matrix-Kontakt, DNA-Schäden
oder dem Einwirken cytotoxischer Substanzen, die die normalen Lebensfunktionen der Zelle blockieren.
Im Fall von DNA-Schäden erfolgt die Induktion von Apoptose über P53. Die molekularen Mechanismen,
die durch andere Streß-Signale induziert werden und zur Aktivierung von Caspasen führen, sind hingegen
noch weitgehend unverstanden.
Daneben kann eine Zelle direkte Todessignale aus der Umgebung erhalten, die über Membran-
rezeptoren unmittelbar die Aktivierung von Caspasen bewirken und apoptotischen Zelltod initiieren. An1 Einleitung
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dieser ligandeninduzierten Induktion der Apoptose sind Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
Rezeptor-Superfamilie und deren Liganden beteiligt, zu denen FAS, TRAIL und TNF gehören [siehe
Abschnitt 1.3.1; (Sartorius et al., 2001)]. Diese Liganden werden z. B. von cytotoxischen Lymphocyten
exprimiert.  Daneben  verfügen  diese  Immuneffektorzellen  über  einen  weiteren  Mechanismus,  um
Apoptose  in  virusinfizierten,  körperfremden  oder  transformierten  Zellen  auszulösen:  In  sog.  cyto-
toxischen  Vesikeln  sind  verschiedene  Serinproteasen  (Granzyme)  sowie  das  porenbildende  Protein
Perforin enthalten, die nach Kontakt mit einer Zielzelle sekretiert werden, in diese eindringen und dort
Apoptose auslösen [vgl. Abschnitt 1.4.1; (Barry und Bleackley, 2002)].
Für die Aktivierung der Initiatorcaspasen sind damit drei unterschiedliche Mechanismen bekannt,
die je nach Ursprung des apoptotischen Signals in extrinsische oder intrinsische Wege unterteilt werden.
Zu den extrinsischen Wegen zählen die Aktivierung von Todesrezeptoren sowie die Sekretion von
Granzym B. Der intrinsische Weg wird infolge von zellulärem Streß aktiviert, wobei v. a. die Freisetzung
von Cytochrom c, aber auch anderer Proteine (Smac/DIABLO, AIF etc.) aus den Mitochondrien eine
besondere Rolle spielt (vgl. Abschnitt 1.3.2).
1.3.1 Extrinsische Induktion der Apoptose
Ein gut untersuchter Signalweg, der zur Induktion von Apoptose führt, wird durch die ligandeninduzierte
Aktivierung von Mitgliedern der TNF Rezeptor-Superfamilie ausgelöst (Debatin und Krammer, 2004;
Locksley et al., 2001; Thorburn, 2004; Zörnig et al., 2001).
Die Aktivierung dieser Rezeptoren führt je nach Zelltyp und Kontext zu einer Vielzahl zellulärer
Antworten.  Neben  der  Induktion  von  Apoptose  gehören  dazu  auch  die  Aktivierung  von  T-Zellen,
Induktion von Proliferation, Differenzierung oder Überlebens-Signalwegen. Einige der Rezeptoren dieser
Superfamilie, die Apoptose induzieren können, besitzen eine charakteristische intrazelluläre „death
domain”. Dies sind TNF-R1, CD95/Fas/Apo-1, DR 3 (death receptor), DR4/Trail-R1, DR5/Trail-R2 und
DR6. Die Liganden dieser Rezeptoren, z. B. TNF und CD95-Ligand (FasL/CD95L), werden als Typ II
membranassoziierte Proteine synthetisiert, die als Tri- oder Oligomere zur Rezeptoroligomerisierung
führen. Einige dieser Liganden, wie CD95L und TNF, sind nach proteolytischer Spaltung auch in
löslicher  Form  funktional  (Hughes  und  Crispe,  1995),  vermutlich  jedoch  nicht  so  wirksam  wie
membrangebundene Liganden (Thorburn, 2004). Gut untersucht ist die physiologische Bedeutung von
CD95 für das Immunsystem. CD95 und CD95L sind beteiligt an der Eliminierung aktivierter peripherer
T-Zellen am Ende einer Immunreaktion, der Immunabwehr virusinfizierter oder transformierter Zellen,
der Induktion von Apoptose in B-Zellen und der Eliminierung von inflammatorischen Zellen in immun-
privilegierten  Geweben  (Krammer,  2000).  CD95  und  CD95L  sind  auch  an  der  pathologischen
Suppression von Zellen des Immunsystems beteiligt. Ein Beispiel hierfür ist die konstitutive Expression
von CD95L auf Tumorzellen, die zur Eliminierung immunreaktiver Zellen, die gegen diese Tumorzellen
gerichtet sind, führen kann (Hahne et al., 1996).
Nach Ligandenbindung erfolgt die intrazelluläre Signalweiterleitung dieser Rezeptoren über die1 Einleitung
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Ausbildung eines „death inducing signaling complex” (DISC) am intrazellulären Teil der Rezeptoren, in
dem Procaspase-8 und wahrscheinlich auch Procaspase-10  aktiviert  werden  (Kischkel  et al.,  1995;
Locksley et al., 2001; Salvesen und Dixit, 1999). CD95L kann als Homotrimer an drei Fas-Rezeptoren
binden (Nagata, 1996), die dadurch trimerisiert werden. Da die cytoplasmatischen „death domains“ der
Rezeptoren selbst zur Aggregation neigen, bildet sich durch Ligandenbindung ein Rezeptoroligomer
(Huang et al., 1996), an das sich das intrazelluläre Adaptorprotein FADD/MORT1 („Fas-associated death
domain“) entweder direkt anlagern kann (Chinnaiyan et al., 1995) oder indirekt über das Adaptorprotein
TRADD („TNF receptor-associated protein with death domain“). FADD enthält zusätzlich eine „death
effector domain“ (DED), an die andere Moleküle mit gleicher Domäne binden können. Procaspase-8
besitzt ebenfalls eine DED. Hierüber wird Procaspase-8 an den aktivierten Rezeptorkomplex rekrutiert
(Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Im DISC wird eine Konformationsänderung der Procaspase-8
induziert, die durch Dimerisierung hervorgerufen wird. Diese aktive Konformation der Procaspase-8 wird
durch  autokatalytische  (wahrscheinlich  intramolekulare)  Spaltung  der  Caspase-8  stabilisiert  (vgl.
Abschnitt 1.2.1) (Boatright et al., 2003; Donepudi et al., 2003). Nach Abspaltung der Prodomäne wird
aktive Caspase-8 aus dem DISC freigesetzt und kann Effektorcaspasen aktivieren. Der endogene Inhibitor
c-FLIP (FLICE-like inhibitory protein) kann ebenfalls an FADD binden und verhindert auf diese Weise
die Rekrutierung von Procaspase-8 zum Rezeptorkomplex (Irmler et al., 1997; Krueger et al., 2001). Von
c-FLIP existieren zwei Isoformen, c-FLIP-long und c-FLIP-short. Beide Proteine besitzen zwei DED.
c-FLIP-long enthält zudem eine Domäne ähnlich der katalytischen Domäne von Caspase-8, die jedoch
enzymatisch inaktiv ist. Ursprünglich wurde angenommen, daß beide Isoformen sowie verschiedene
virale Proteine, die homolog zu c-FLIP-short sind, die Aktivierung von Procaspase-8 verhindern. Dies
würde auch die Resistenz verschiedener Tumorzellen, die c-FLIP überexprimieren, gegenüber CD95L
und TRAIL induzierter Apoptose erklären, (Krueger et al., 2001; Tschopp et al., 1998). Die Rekrutierung
von c-FLIP-long zum DISC kann allerdings auch die Aktivierung von Caspase-8 fördern (Chang et al.,
2002; Micheau et al., 2002).
Ein Substrat von Caspase-8 ist das Protein Bid, ein Mitglied der Bcl-2 Familie (vgl. Abschnitt
1.3.2). Spaltung von Bid führt zur Bildung von tBid (truncated Bid). Die Translokation von Bid zu den
Mitochondrien induziert, vermittelt durch die beiden proapoptotischen Bcl-2 Proteine Bak und Bax, die
Freisetzung von Cytochrom c und anderer mitochondrialer Proteine wie Smac/DIABLO, Omi/HtrA2,
AIF, Endonuklease G, Caspase-2 oder Caspase-9 aus dem mitochondrialen Intermembranraum (Du et al.,
2000; Fulda et al., 2002; Kroemer und Reed, 2000; Li et al., 2001; Roy und Nicholson, 2000; Suzuki et
al., 2001; van Loo et al., 2002).
Die  Freisetzung  von  Cytochrom c erlaubt die Bildung des „apoptosome“ und schließlich die
Aktivierung von Caspase-9 (vgl. Abschnitt 1.3.2), die wiederum Effektorcaspasen aktiviert. Zusätzlich
kann  die  mitochondrienabhängige  Aktivierung  von  Caspase-6  zu  einer  vermehrten  Spaltung  von
Procaspase-8 und so zu einer Verstärkung der CD95 vermittelten Apoptose führen. Überexpression von
Bcl-2 hemmt diesen durch CD95 vermittelten mitochondrialen Apoptoseweg, verhindert jedoch nicht die1 Einleitung
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direkte Aktivierung von Caspase-3 durch Caspase-8 (Scaffidi et al., 1998).
Abb. 1.1  Schematische Darstellung des intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Signalwegs. Der extrinsische Signalweg wird durch
ligandeninduzierte Oligomerisierung von Rezeptoren der TNF-Familie aktiviert und führt zur Aktivierung von Caspase-8. Der intrinsische
Signalweg hingegen wird durch zellulären Streß induziert, der zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem mitochondrialen Intermembranraum
führt. Cytoplasmatisches Cytochrom c ist essentiell für die Bildung des „apoptosome“, in dem die Aktivierung von Caspase-9 erfolgt. Aktive
Caspase-8 und aktive Caspase-9 spalten und aktivieren Effektorcaspasen. Weitere Erläuterungen im Text.
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Ähnlich zu CD95L induziert TRAIL Apoptose in vielen Tumorzellen. So führt die Bindung von TRAIL
an die TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 zu Rezeptoroligomerisierung und Bildung des
DISC gefolgt von Aktivierung der Caspase-8 und wahrscheinlich auch Caspase-10. Drei weitere TRAIL-
Rezeptoren TRAIL-R3, -R4 und -R5 enthalten keine funktionelle „death domain” und können so keine
proapoptotischen Signale leiten. Sie wirken stattdessen als „decoy” Rezeptoren (Degli-Esposti et al.,
1997a; Degli-Esposti et al.,  1997b; LeBlanc und  Ashkenazi, 2003; Pan et al.,  1997).  TRAIL  tötet
anscheinend  hauptsächlich  Tumorzellen  ab,  nicht-transformierte  Zellen  hingegen  sind  weitgehend
resistent gegenüber TRAIL induzierter Apoptose (LeBlanc und Ashkenazi, 2003; Wajant et al., 2002;
Walczak und Krammer, 2000). Die hierbei zugrundeliegenden Mechanismen sind nicht bekannt. Die
Sensitivität  gegenüber  TRAIL  induzierter  Apoptose  hängt  jedoch  wahrscheinlich  nicht  nur  von
unterschiedlichen Expressionsniveaus agonistischer und antagonistischer TRAIL-Rezeptoren auf der
Zelloberfläche ab, sondern wird intrazellulär reguliert (Debatin und Krammer, 2004).
1.3.2 Intrinsische Induktion der Apoptose
Im  Gegensatz  zum  extrinsischen  apoptotischen  Signalweg,  der  durch  Bindung  von  Liganden  an
Rezeptoren auf der Zelloberfläche und der nachfolgenden Bildung eines Rezeptorkomplexes aktiviert
wird,  ist  der  intrinsische  Signalweg  [Übersicht:  (Fumarola  und  Guidotti,  2004)]  ein  Resultat  von
Zellstreß. Zellstreß beschreibt eine Vielzahl von Stimuli, die die Zelle schädigen. Dazu gehören UV- und
γ-Strahlung, genotoxische und cytotoxisch wirkende Chemikalien, freie Radikale, Stoffwechselgifte, der
Entzug von Wachstumsfaktoren und Cytokinen, Toxine, die das Cytoskelett schädigen, Ablösen von
Zellen von der extrazellulären Matrix etc. All diese Stimuli können zu einer Störung der mitochondrialen
Membranintegrität führen (Kroemer und Reed, 2000), die die Freisetzung verschiedener proapoptotischer
Proteine aus dem mitochondrialen Intermembranraum auslöst. Die molekularen Mechanismen, über die
diese Stimuli zu Änderungen in der äußeren Mitochondrienmembran führen, sind weitgehend unbekannt.
Ein zentrales Molekül bei der Induktion von Apoptose als Antwort auf DNA-Schäden ist der P53
Tumorsuppressor. P53 wird durch zellulären Streß aktiviert. Dies hat die Transaktivierung oder die
Repression spezifischer Zielgene zur Folge und kann zur Induktion von Apoptose führen. Zusätzlich trägt
P53 auch transkriptionsunabhängig zur Induktion von Apoptose bei. Aktivierung von P53 führt jedoch
nicht zwangsläufig zum Tod der Zelle. Abhängig vom Stimulus kann P53-Aktivierung z. B. zu einer
verstärkten DNA Reparatur und so zum Überleben der Zelle beitragen. Weitere Effekte können auch
Zellzyklusarrest sowie Differenzierung sein. Stimuli, die zur Aktivierung von P53 führen, die Rolle von
P53  in  der  stressinduzierten  Apoptose  und  andere  Effekte  der  P53  Aktivierung  sind  in  folgenden
Übersichtsartikeln detailliert beschrieben: (Alarcon-Vargas  und  Ronai,  2002;  Ashcroft  et al.,  2000;
Bargonetti und Manfredi, 2002; Hickman et al., 2002; Michael und Oren, 2002; Oren, 2003; Sears und
Nevins, 2002; Shen und White, 2001; Vogelstein et al., 2000). Die herausragende Stellung, die P53 für
die streßinduzierte Apoptose in Zellen einnimmt, wird dadurch unterstrichen, daß ein hoher Prozentsatz
humaner Tumore kein funktionales P53 mehr besitzen, in Tumorzellen also offensichtlich eine Selektion1 Einleitung
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gegen das p53 Tumorsuppressorgen abläuft.
Eine  kritische  Rolle  für  die  Permeabilisierung  der  äußeren  Mitochondrienmembran  spielen
Mitglieder der Bcl-2 Familie (Gross et al., 1999; Kirkin et al., 2004), die bezüglich ihrer Struktur und
Funktion in drei Klassen eingeteilt werden können. Bcl-2 und Bcl-xL (Klasse 1) sowie andere Proteine
dieser Klasse wirken antiapoptotisch und schwächen streßinduzierte apoptotische Signalwege ab. Andere
Bcl-2 Proteine wie Bax und Bak sind proapoptotisch und können den antiapoptotischen Effekten von
Bcl-2  und  Bcl-xL  durch  Dimerisierung  mit  diesen  Proteinen  entgegenwirken.  Bax  vermittelt  die
Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran (Lassus et al., 2002; Nechushtan et al., 1999). Zur
dritten Klasse gehören die „BH3-only” Proteine, zu denen u. a. die proapoptotischen Proteine Bid, Bad,
Noxa, PUMA, Bik, Bim und Bmf zählen (Huang und Strasser, 2000; Puthalakath und Strasser, 2002).
Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran führt schließlich zur Freisetzung proapoptotischer
Proteine  aus  dem  mitochondrialen  Intermembranraum  (Wang,  2001).  Zu  diesen  Proteinen  zählen
Cytochrom c, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, das Flavoprotein AIF (vgl. Abschnitt 1.3.3) und Endo-
nuklease G. Im Cytosol interagiert Cytochrom c mit dem Adaptorprotein Apaf-1  und  induziert eine
Konformationsänderung,  die  die  stabile  Bindung  von  dATP/ATP  erlaubt,  was  zur  Bildung  eines
heptameren Apaf-1/Cytochrom c Komplexes, dem „apoptosme“ führt (Acehan et al., 2002; Jiang und
Wang, 2000). In diesem Komplex wird Caspase-9 aktiviert, die die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 spaltet
(Li  et al.,  1997;  Rodriguez  und  Lazebnik,  1999).  Proteine,  die  der  Aktivierung  der  Caspasen
entgegenwirken, sind die IAPs „inhibitors of apoptosis proteins”. Sie binden an die aktiven Formen der
Caspasen-3, -7 und -9 und neutralisieren diese (Salvesen und Duckett, 2002). Die ebenfalls aus den
Mitochondrien freigesetzten Proteine Smac/DIABLO und HtrA2/Omi heben diesen inhibitorischen Effekt
der IAPs auf (Du et al., 2000; Hegde et al., 2002; Suzuki et al., 2001; Verhagen et al., 2000).
Andere Proteine, die aus den Mitochondrien freigesetzt werden, sind der „apoptosis inducing
factor” (AIF) und Endonuklease G. Beide Proteine werden in den Zellkern importiert und induzieren dort
eine  caspasenunabhängige  Fragmentierung  der  chromosomalen  DNA  und  periphere  Chromatin-
kondensation (Cande et al., 2002; Lorenzo et al., 1999). Auf die proapoptotischen Eigenschaften von AIF
wird im nächsten Abschnitt dieser Arbeit näher eingegangen.
Einige  neuere  Arbeiten  beschreiben,  daß  die  streßinduzierte  Apoptose  die  Aktivierung  von
Caspasen  erfordert,  um  die  Membranpermeabilisierung  der  äußeren  Mitochondrienmembran  und
schließlich die Freisetzung proapoptotischer Proteine aus dem mitochondrialen Intermembranraum zu
gewährleisten (Enoksson et al., 2004; Guo et al., 2002; Robertson et al., 2002). Hierbei scheint vor allen
Dingen Caspase-2  eine  Rolle  zu  spielen.  Der  molekulare  Mechanismus,  der  zur  Aktivierung  von
Caspase-2 führt, ist nicht bekannt. Vermutlich sind aber das „death domain” enthaltende Protein PIDD
und das Adaptorprotein RAIDD an der Aktivierung von Caspase-2 beteiligt (Read et al., 2002; Tinel und
Tschopp, 2004). Prozessierte Caspase-2 kann zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem mitochondrialen
Intermembranraum führen. Katalytische Aktivität der Caspase-2 ist hierfür nicht erforderlich, wohl aber
die intramolekulare Spaltung (Robertson et al., 2004).1 Einleitung
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1.3.3 Die caspasenunabhängigen Effektoren der Mitochondrien: AIF und Endonuklease G
Weitere proapoptotische Proteine, die in Folge apoptotischer Stimuli aus den Mitochondrien freigesetzt
werden, sind Endonuklease G und „apoptosis inducing factor“ (AIF). AIF ist ein Flavoprotein mit NADH
Oxidaseaktivität,  das  als  67 kDa  Protein  mit  N-terminalem mitochondrialen Lokalisationssignal
synthetisiert wird, welches nach dem Import in den Intermembranraum der Mitochondrien abgespalten
wird (Susin et al., 1999). Durch diese Prozessierung entsteht reifes AIF, das ein Molekulargewicht von
57 kDa besitzt. AIF wurde erstmals bei der Untersuchung apoptotischer Prozesse in zellfreien Systemen
identifiziert.  Hierbei  wurde  gezeigt,  daß  Überstände  von  Mitochondrien,  in  denen  die  Membran-
permeabilisierung induziert war, Chromatinkondensation in isolierten Zellkernen hervorrufen (Susin et
al.,  1996).  Das  Protein,  welches  für  diese  Aktivität  verantwortlich  ist,  wurde  schließlich  als  ein
mitochondriales Protein identifiziert, das in Folge apoptotischer Signale aus den Mitochondrien frei-
gesetzt, in den Zellkern importiert wird und dort Chromatinkondensation induziert (Susin et al., 1999). In
Folge wurde gezeigt, daß AIF in zahlreichen zellulären Systemen Apoptose auch ohne Aktivität von
Caspasen induziert [Übersicht in: (Cande et al., 2004)]. Untersuchungen mit verschiedenen Zellsystemen
zeigten,  daß  das  Einbringen  von  reifem  AIF  in  das  Cytosol  durch  Transfektion,  Infektion  mit
adenoviralen Vektoren oder durch Mikroinjektion zur Induktion von Apoptose führt (Cregan et al., 2002;
Joza et al., 2001; Loeffler et al., 2001; Susin et al., 1999; Yu et al., 2002). Die durch AIF vermittelte
Fragmentierung der chromosomalen DNA unterscheidet sich jedoch von der internukleosomalen DNA-
Fragmentierung, die durch CAD katalysiert wird („DNA laddering“, vgl. Abschnitt 1.2.2), da AIF
deutlich größere DNA-Fragmente von etwa 50 kb generiert (Susin et al., 1999).
Der Mechanismus, über den AIF DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation induziert, ist
nicht im Detail bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, daß für die proapoptotische Funktion von AIF
die Fähigkeit des Proteins erforderlich ist, sequenzunspezifisch an DNA zu binden. Dies wurde mit AIF
Punktmutanten bewiesen, die keine DNA-bindende Aktivität mehr besaßen (Ye et al., 2002). Weitere
Hinweise auf den Mechanismus der nukleären Aktivität von AIF könnten Untersuchungen mit dem
Nematoden Caenorhabditis  elegans liefern. Für das C. elegans AIF Homolog WAH1 konnte gezeigt
werden, daß es mit dem C. elegans Endonuklease G Homolog CPS6 interagiert. In vitro Untersuchungen
zeigten, daß CPS6 allein nur geringe Nukleaseaktivität besitzt, diese aber durch Zugabe von WAH1
erheblich verstärkt wird (Wang et al., 2002). In Säugerzellen wird Endonuklease G in Folge apoptotischer
Stimuli  ebenfalls  aus  den  Mitochondrien  freigesetzt,  gelangt  in  den  Zellkern  und  führt  hier  zur
chromosomalen DNA-Degradation unabhängig von der Aktivierung von Caspasen (Li et al., 2001). In
zellfreien Systemen führt die Inkubation von Zellkernen oder von Plasmid-DNA mit rekombinanter
Endonuklease G zur DNA-Fragmentierung. Im Gegensatz zum Nematoden C. elegans konnte bisher
allerdings kein synergistischer Effekt von AIF und Endonuklease G bezüglich DNA Fragmentierung
beobachtet werden (Cregan et al., 2004).
In gesunden Zellen ist AIF in den Mitochondrien lokalisiert, wo es wahrscheinlich als Oxido-
reduktase agiert (Miramar et al., 2001). Ein Hinweis, daß AIF ein elektronentransportierendes Protein ist,1 Einleitung
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ergibt  sich  aus  der  Sequenzhomologie,  die  AIF  zu  bakteriellen  NAD-abhängigen  Oxidoreduktasen
aufweist (Ye  et  al.,  2002).  Die  physiologische  Rolle  von  AIF  in  gesunden  Zellen  konnte  durch
Untersuchungen an Harlequin (HQ) Mäusen gezeigt werden, die aufgrund einer proviralen Insertion in
den aif Genlokus eine um 80 % reduzierte AIF-Expression aufweisen (Klein et al., 2002). Diese AIF-
hypomorphen  Mäuse  besitzen  eine  reduzierte  Toleranz  gegenüber  oxidativem  Streß,  was  auf  eine
Vitalfunktion von AIF bei der Regulation oxidativer Prozesse hindeutet (Cande et al., 2004). AIF-
defiziente Zellen weisen eine geringere Menge und Aktivität des Atmungskettenkomplexes 1 auf, obwohl
AIF kein Bestandteil dieses Polypeptidkomplexes ist. AIF könnte daher eine Rolle bei der Biogenese des
Atmungskettenkomplexes 1 spielen (Vahsen et al., 2004).
Nach heutigem Kenntnisstand agiert AIF abhängig von der intrazellulären Lokalisation entweder
als Protein mit Vitalfunktion oder als proapoptotisches Signalmolekül. Diese Doppelfunktion von AIF ist
vergleichbar mit den Aktivitäten von Cytochrom c, welches in den Mitochondrien am Elektronentransport
beteiligt ist, in Folge apoptotischer Signale aber in das Cytoplasma freigesetzt wird und nach dieser
Translokation als proapoptotisches Signalmolekül agiert. Im Gegensatz zu Cytochrom c, das essentiell ist,
um Caspase-9 im „apoptosome“ zu aktivieren, induziert AIF Apoptose unabhängig von der Aktivierung
von Caspasen.
1.4 Induktion von Apoptose durch cytotoxische Lymphocyten
Apoptotische  Signalwege  spielen  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Eliminierung  virusinfizierter,  trans-
formierter oder körperfremder Zellen durch das Immunsystem [Übersicht in: (Russell und Ley, 2002;
Waterhouse  et al.,  2004)].  Diese  für  den  Körper  gefährlichen  Zellen  werden  durch  cytotoxische
Lymphocyten (CL) eliminiert. Hierzu zählen cytotoxische T-Zellen (CTL) und Natürliche Killerzellen
(NK-Zellen). Diese töten Zielzellen, indem sie Apoptose induzieren, wozu zwei voneinander unab-
hängige Mechanismen zur Verfügung stehen. Die Aktivierung des CD95 Signalweges mit Bildung des
DISC  und  Aktivierung  von  Caspase-8  wird  von  den  Effektorzellen  durch  Expression  von  CD95L
induziert (vgl. Abschnitt 1.3.1). Fas vermittelte Apoptose spielt vermutlich in erster Linie bei immun-
regulatorischen Prozessen eine Rolle (Nagata, 1997). Ein weiterer Mechanismus ist die Sekretion von
Effektormolekülen aus sogenannten cytotoxischen Vesikeln. Diese Effektoren sind das porenbildende
Protein Perforin und die Granzyme.
1.4.1 Die Familie der Granzyme
Der Mensch besitzt fünf Granzyme: die Trypsin-ähnlichen Granzyme GrA und GrK, die Substrate hinter
basischen Aminosäuren schneiden (Peitsch und Tschopp, 1994), Granzym B (GrB), das Substrate hinter
einem Asp prozessiert (Poe et al., 1991; Powers und Kam, 1995), GrM, das Substrate hinter Met oder
anderen langen unverzweigten hydrophoben Seitenketten schneidet (Smyth et al., 1993), und GrH, das
eine Chymotrypsin-ähnliche Aktivität besitzt (Edwards et al., 1999). In der Maus sind acht (GrA-GrG1 Einleitung
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und GrM), in Ratten sieben Granzyme (GrA-GrC, GrI, GrJ, GrK und GrM) bekannt (Kam et al., 2000;
Pham und Ley, 1997). Die am besten untersuchten Granzyme sind Granzym A und Granzym B. Obwohl
beide Proteasen in Prozesse involviert sind, die zur Schädigung der chromosomalen DNA und/oder zur
DNA-Fragmentierung führen, liegen ihrer Fähigkeit, Apoptose zu induzieren, unterschiedliche Signal-
wege zugrunde (Shresta et al., 1999). Während GrB in der Zielzelle sehr schnell zur Induktion von
Apoptose führt, ist GrA eher ein langsam agierendes Enzym (Shi et al., 1992a; Shi et al., 1992b). So
zeigen CTLs aus GrB-defizienten Mäusen eine Verzögerung bei der Induktion von Apoptose in Zielzellen
in vitro, sind aber bei längerer Inkubation von Effektor- und Zielzellen vergleichbar wirksam (Heusel et
al., 1994; Shresta et al., 1995). CTLs aus GrA
-/-/GrB
-/- Mäusen sind dagegen nicht mehr in der Lage,
Apoptose durch Sekretion des Inhalts cytotoxischer Vesikel zu induzieren (Simon et al., 1997). Zu den
Substraten von GrA zählt der Inhibitor der Nuklease NM23-H1 SET (Beresford et al., 2001; Fan et al.,
2003a). Aktivierung dieser Nuklease führt zu DNA-Einzelstrangbrüchen. Weitere GrA-Substrate sind
PHAP II, Lamine, Histon H1 und das DNA-Reparaturenzym Endonuklease I (Ape I) (Beresford et al.,
2001; Fan et al., 2002; Fan et al., 2003b; Zhang et al., 2001a; Zhang et al., 2001b). Die Spaltung dieser
Substrate erfolgt in einer caspasenunabhängigen Weise (Lieberman und Fan, 2003).  Für  GrA  sind
ebenfalls nicht apoptotische Funktionen beschrieben. Dazu gehören die Proliferationsförderung von B
Lymphocyten,  die  Trombinaktivierung,  die  Induktion  der  Cytokinsekretion  durch  Monocyten,  die
Spaltung von Proteinen der extrazellulären Matrix (Proteoglykane und Typ IV Kollagene) sowie die
Spaltung des Myelin-basischen-Proteins (Irmler et al., 1995; Nakamura et al., 1993; Simon et al., 1991;
Sower et al., 1996a; Sower et al., 1996b; Suidan et al., 1994; Vanguri et al., 1993; Vettel et al., 1991). Im
Gegensatz hierzu ist die Serinprotease GrB durch direkte Spaltung von Caspasen in der Lage, sehr schnell
und effizient Apoptose in Zielzellen zu induzieren.
1.4.2 Granzym B
GrB wird als inaktives Prä-Proenzym synthetisiert. Das N-terminale Signalpeptid wird im ER durch die
Signalpeptidase entfernt. Im Golgi Apparat wird GrB über angefügte Mannose-6-phosphat Reste für den
Transport zu Lysosomen markiert. In den Lysosomen wird ein N-terminales Dipeptid, welches die
enzymatische Aktivität von GrB vollständig inhibiert, durch die lysosomale Dipeptidylpeptidase I (DPPI,
auch: Cathepsin C) abgespalten (McGuire et al., 1993; Pham und Ley, 1999). In dieser prozessierten
Form ist GrB enzymatisch aktiv und wird nach dem Erkennen einer Zielzelle durch die cytotoxische
Effektorzelle zusammen mit anderen Proteinen sekretiert. GrB besitzt als einzige Serinprotease Substrat-
spezifität für Aspartat-Reste in der P1 Position (Poe et al., 1991; Powers und Kam, 1995) und ist damit in
dieser  Beziehung  vergleichbar  mit  den  Caspasen  (vgl.  Abschnitt  1.2.1).  Durch  Verwendung  von
„combinatorial substrate libraries” konnte eine optimale GrB Erkennungssequenz identifiziert werden:
Ile-Glu-Xxx-Asp (Darmon et al., 1995; Shi et al., 1996). GrB ist als einzige Protease neben den Caspasen
in der Lage, Caspasen und Caspasen-Substrate zu spalten und so direkt in die apoptotischen Signalwege
einzugreifen. Substrate von GrB sind Caspase-3, -7 und -8 (Atkinson et al., 1998; Darmon et al., 1996;1 Einleitung
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Darmon et al., 1995; Medema et al., 1997; Quan et al., 1996; Yang et al., 1998). Für die Prozessierung
von Caspase-7 durch GrB muß wahrscheinlich zunächst die Prodomäne der Procaspase-7 durch bereits
aktivierte Caspase-3 entfernt werden (Yang et al., 1998). In vitro konnten neben diesen Caspasen auch
Caspase-6, -9 und -10 als GrB-Substrate identifiziert werden (Adrain et al., 2004; Chinnaiyan et al.,
1996; Duan et al., 1996; Fernandes-Alnemri et al., 1996; Gu et al., 1996; Muzio et al., 1996; Talanian et
al., 1997; Van de Craen et al., 1997). Durch die Fähigkeit, Caspase-3 direkt zu aktivieren, wirkt GrB auf
unterster  Ebene  apoptotischer  Signalwege  und  so  auch  unterhalb  der  meisten  regulatorischen
Mechanismen, durch die der Zelltod verhindert werden könnte.
Perforin ist ein porenbildendes Protein, das ursprünglich als eigentlicher Effektor cytotoxischer
Vesikel angesehen wurde. Studien mit Knock-out Mäusen zeigten, daß Perforin der einzige Effektor
cytotoxischer Vesikel ist, dessen Funktion nicht durch andere Effektoren ersetzt werden kann (Pardo et
al., 2004). Perforin
-/- Mäuse entwickeln sich normal, CLs aus diesen Tieren sind allerdings nicht in der
Lage, Zielzellen über die Exocytose cytotoxischer Vesikel abzutöten. Aus diesem Grunde sind diese Tiere
anfälliger für virale Infektionen und für die Entwicklung von Sarkomen, die durch das Kanzerogen
Methylcholanthren induziert werden (Kagi et al., 1994).
Ursprünglich wurde ein cytolytischer Mechanismus von Perforin  und  so  eine  durch  Perforin
vermittelte  Zerstörung  der  Plasmamembran  von  Zielzellen  angenommen  (Young  et al.,  1986)
(vgl. Abb. 1.2 A).  Heute  ist  allerdings  bekannt,  daß  Perforin  zusammen  mit  Granzymen  bereits  in
sublytischen Konzentrationen zur effizienten Induktion von Apoptose in Zielzellen führt (Shi et al., 2000;
Trapani  et al.,  1998).  Die  Bildung  einer  Perforinpore  in  der  Zellmembran  der  Zielzelle,  die  den
Granzymen den Zutritt zum Cytosol ermöglicht (Abb. 1.2 B), ist unwahrscheinlich, da Polyperforinkanäle
nicht groß genug sind, um die Diffusion von Granzymen zu ermöglichen (Browne et al., 1999). Zudem
wird GrB in Form von Makromolekülkomplexen sekretiert, in denen es komplexiert mit Serglycin
vorliegt. Das Molekulargewicht dieser Komplexe beträgt mehr als 300 kDa (Metkar et al., 2002; Raja et
al., 2002). Neuere Daten zeigen, daß GrB durch Bindung an bestimmte Zelloberflächenstrukturen und so
über rezeptorvermittelte Endocytose in Zielzellen aufgenommen wird (vgl. Abb. 1.2 C) (Andrade et al.,
2004). Nach der Aufnahme befindet sich die Protease dann in Vesikeln, aus denen sie freigesetzt werden
muß, um Apoptose induzieren zu können.
Diese Freisetzung in das Cytosol erfordert die Anwesenheit von Perforin oder anderer endo-
somolytischer Agenzien. Für dieses Modell der perforinvermittelten Freisetzung von GrB in das Cytosol
der Zielzelle spricht auch, daß Perforin funktionell durch replikationsinkompetente Formen von Adeno-
virus (Froelich et al., 1996) sowie verschiedene membranaktive bakterielle Toxine (Browne et al., 1999)
ersetzt werden kann. Mikroinjektion von GrB in das Cytosol von Zellen hingegen führt zur Induktion von
Apoptose in Abwesenheit von Perforin (Pinkoski et al., 1998).
Als Zielrezeptoren für GrB auf der Zelloberfläche wurde der Mannose-6-phosphat/„insulin-like
growth factor II“ (IGFII)  Rezeptor beschrieben, der gereinigtes GrB binden und internalisieren kann
(Motyka et al., 2000). Ursprünglich wurde auch beschrieben, daß dieser Rezeptor essentiell für die durch1 Einleitung
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GrB  induzierte  Apoptose  ist.  Aus  heutiger  Sicht  scheint  die  Expression  des  Mannose-6-phosphat
Rezeptors auf Zielzellen zwar förderlich, aber nicht notwendig für die Aufnahme von GrB in Zellen zu
sein (Trapani et al., 2003). In einer neueren Arbeit wurde die Aufnahme von GrB unabhängig von
spezifischen Rezeptoren durch Mikropinocytose beschrieben (vgl. Abb. 1.2 D) (Trapani et al., 2003).
Abb. 1.2  Durch Granzym B und Perforin vermittelte Cytotoxizität. (A) Ursprünglich wurde Perforin als eigentlicher Effektor cytotoxischer
Lymphocyten und ein Modell der perforininduzierten Lyse angenommen, bei der Perforin Poren in der Cytoplasmamembran der Zielzelle bildet.
(B) Da jedoch auch sublytische Konzentrationen von Perforin zusammen mit GrB zur Induktion von Apoptose ausreichend sind, wurde ein
Modell vorgeschlagen, bei dem GrB durch Perforinporen in das Cytoplasma der Zielzelle gelangt. (C+D) Neuere Arbeiten schlagen eine
rezeptorvermittelte Aufnahme von GrB (C) oder die Aufnahme durch Mikropinocytose in die Zielzellen vor (D). In diesen Modellen (C+D) ist
Perforin für die Freisetzung von GrB aus dem endosomalen Kompartiment erforderlich.
1.4.3 Mechanismen der Granzym B induzierten Apoptose
Durch  GrB  induzierte  Apoptose  in  Zielzellen  erfolgt  sowohl  in  caspasenabhängiger  als  auch  in
caspasenunabhängiger Form (Andrade et al., 2004; Sarin et al., 1997; Talanian et al., 1997; Waterhouse
et  al.,  2005).  Dies  ist  physiologisch  sinnvoll,  um  CLs  auch  eine  effiziente  Eliminierung  von
virusinfizierten Zellen zu ermöglichen, die viral kodierte Caspaseinhibitoren exprimieren. Apoptose kann
durch  GrB  auch  dann  induziert  werden,  wenn  Caspasen  durch  den  chemischen  Caspaseinhibitor
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zVAD-fmk  (Pinkoski  et al.,  2000;  Thomas  et  al.,  2000)  oder  durch  den  viralen  Caspaseinhibitor
„cytokine response modifier A” inhibiert sind (Sharif-Askari et al., 2001). Neuere Daten zeigen, daß für
die vollständige Aktivierung von Caspase-3 durch GrB nicht nur die direkte Aktivierung der Caspase-3
durch proteolytische, GrB vermittelte Spaltung nötig ist, sondern auch die Aufhebung des neutrali-
sierenden Effekts der Caspaseinhibitoren (IAPs) durch die Freisetzung der IAP-bindenden Proteine
Smac/DIABLO und HtrA2/Omi aus dem mitochondrialen Intermembranraum (Sutton et al., 2003).
Die Tatsache, daß GrB auch unabhängig von Caspasen-Aktivierung Apoptose induzieren kann, läßt
sich mit der direkten Spaltung von Caspasen-Substraten durch GrB erklären. Eines dieser Substrate ist das
„BH-3only” Protein Bid (Alimonti et al., 2001; Barry et al., 2000; Waterhouse et al., 2005). GrB kann
ebenso wie Caspase-8 Bid spalten, entweder direkt oder durch vorherige Aktivierung von Caspase-8.
Spaltung  von  Bid  führt  zur  Freisetzung  proapoptotischer  Proteine  aus  dem  mitochondrialen  Inter-
membranraum, was durch Bak und Bax vermittelt wird (vgl. Abschnitt 1.3.2). Die Proteolyse von Bid
durch GrB ist ein sehr frühes Ereignis der GrB vermittelten Apoptose und erfolgt vor der Spaltung von
Caspase-3 und ICAD (Pinkoski et al., 2001). Die Notwendigkeit der Spaltung von Bid für die GrB
induzierte Apoptose wird widersprüchlich diskutiert (Adrain et al., 2004; Thomas et al., 2001; Wang et
al., 2001; Waterhouse et al., 2005). Zudem ist unklar, inwieweit Bcl-2 die durch GrB induzierte Apoptose
inhibiert (Alimonti et al., 2001; Davis et al., 2000; Pinkoski et al., 2001).
Ein  weiteres  Substrat  von  GrB,  dessen  Spaltung  zur  caspasenunabhängigen  Induktion  von
Apoptose durch GrB führt, ist der bereits genannte Inhibitor der Caspasen-aktivierten DNase ICAD.
Spaltung  von  ICAD  führt  zur  nukleären  Translokation  von  CAD  und  schließlich  zur  Degradation
chromosomaler DNA (Sharif-Askari et al., 2001; Thomas et al., 2000) (vgl. Abschnitt 1.2.2). Weitere
GrB-Substrate sind Proteine, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind: die katalytische Untereinheit der
DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PKCS), das Genprodukt des „x-ray cross-complementation group 4
gene” (XRCC-4)  und  die  poly(ADP-Ribose)  Polymerase  (PARP) (Froelich  et al.,  1996).  Zu  den
Substraten von GrB gehören auch das U1-70k Protein, welches für die Bildung des „spliceosome”
essentiell ist, Topoisomerase-1, Mi-2 des „nucleosome remodeling complex”, einige Proteine der Golgin
Familie  und  das  „nuclear  mitotic  apparatus  protein”  (NuMA).  Außerdem  wurden  Lamin  und  das
aktinbindende Strukturprotein Filamin als Substrate von GrB identifiziert (Browne et al., 2000; Choy et
al.,  2004;  Zhang et al.,  2001a).  Die  Fähigkeit  von  GrB,  Apoptose  durch  direkte  Aktivierung  von
Caspasen, durch Aktivierung des mitochondrialen (intrinsischen) Signalweges sowie durch Spaltung von
Caspase-Substraten zu induzieren, ist für den Organismus sehr wahrscheinlich vorteilhaft, da dadurch
Zelltod auch bei Blockade eines dieser Signalwege eintritt (Andrade et al., 2004).
Das einzige bekannte humane Protein, das GrB direkt inhibiert, ist der zur Familie der Serpine
gehörende Proteinase Inhibitor-9 (PI-9) (Trapani, 2001).  PI-9 wird in lymphoiden Geweben, immun-
privilegierten Geweben und T-Lymphocyten, sowie in reifen dendritischen Zellen und Endothelzellen
exprimiert (Buzza et al., 2001; Medema et al., 2001; Sun et al., 1996). In hohen Konzentrationen ist PI-9
in cytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen vorhanden und dient dort als Eigenschutzmechanismus gegen1 Einleitung
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sekretiertes oder intrazellulär fehlgeleitetes GrB. Darüber hinaus konnte die Expression von PI-9  in
diversen humanen Tumoren beobachtet werden, woraus in einigen Fällen eine partielle Resistenz dieser
Tumorzellen gegenüber CTL vermittelter Apoptose in vitro und in vivo resultierte (Classen et al., 2004;
Medema  et al., 2001). Eine neuere Arbeit zeigt, daß GrM, eine Serinprotease, die ausschließlich in
sekretorischen Vesikeln von Natürlichen Killerzellen gefunden wird, PI-9 in vitro spezifisch hydrolysiert
und so inaktiviert (Mahrus et al., 2004).
Abb. 1.3  Mechanismen der durch Granzym B induzierten Apoptose. GrB induziert den apoptotischen Zelltod durch Aktivierung
unterschiedlicher Signalwege. Dies geschieht durch direkte Spaltung und Aktivierung der Effektorcaspase-3, aber auch durch Spaltung der
Initiatorcaspase-8, deren Aktivierung ebenfalls die Prozessierung von Caspase-3 zur Folge hat. Die Spaltung von Bid durch GrB führt zur
Freisetzung von Cytochrom c und anderer proapoptotischer Moleküle aus den Mitochondrien. Cytosolisches Cytochrom c ist essentiell für die
Aktivierung von Caspase-9 im „apoptosome“. Caspase-9 aktiviert ebenfalls Caspase-3. Ein weiterer Mechanismus der durch GrB induzierten
Apoptose, der zumindest initial unabhängig von der Aktivierung von Caspasen verläuft, ist die Spaltung von ICAD und der daraus
resultierenden CAD vermittelten Fragmentierung der chromosomalen DNA.
1.5 Voraussetzungen für das Entstehen von Tumoren
Die Entstehung von Tumoren ist ein progressiver Prozeß, bei dem sich Zellen durch Mutationen genetisch
so verändern, daß sie schneller proliferieren können als zuvor. Damit verläuft die Tumorentstehung
formal analog zum Darwinschen Evolutionsmodell (Foulds, 1954; Hanahan und Weinberg, 2000; Nowell,
1976).
Im Folgenden sind notwendige Eigenschaften von Tumorzellen beschrieben und beispielhaft Mecha-
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nismen aufgezeigt, durch die Tumorzellen diese Eigenschaften erwerben (vgl. Abb. 1.4).
Abb. 1.4   Erworbene  Eigenschaften  von  Tumorzellen.  Tumorzellen  erlangen  durch  schrittweise  Akkumulation  von  Mutationen
Eigenschaften, die den transformierten Phänotyp ausmachen. Erläuterungen hierzu im Text. [Abb. aus: (Hanahan und Weinberg, 2000),
modifiziert]
Unabhängigkeit von externen Wachstumsfaktoren erlangen Tumorzellen z. B. durch Überexpression von
Wachstumsfaktorrezeptoren  auf  der  Zelloberfläche  oder  durch  die  autokrine  Aktivierung  dieser
Rezeptoren. Mutation der GTPase Ras, die zur konstitutiven Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs
führt, erlaubt gar eine dauerhafte Aktivierung dieses Signalwegs in Abwesenheit von Rezeptoraktivierung
und so in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren.
Zusätzlich müssen Tumorzellen in der Lage sein, antiproliferativen Signalen aus der Umgebung zu
entgehen.  Viele  dieser  Signale  werden  durch  das  Retinoblastom-Protein  pRb  kontrolliert.  In
hypophosphorylierter Form hat pRb einen antiproliferativen Effekt und wirkt über die Blockierung des
E2F Transkriptionsfaktors, der die Expression zahlreicher Gene kontrolliert, die für die Zellzyklus-
progression von der G1 in die S-Phase essentiell sind (Weinberg, 1995). Mutationen in pRb erlauben die
Proliferation auch in Gegenwart antiproliferativer Signale.
Eine  weitere  Eigenschaft  maligne  transformierter  Zellen  ist  die  Fähigkeit,  unbegrenzt  zu
proliferieren. In gesunden Zellen führt die permanente Verkürzung der Telomere zu einer Begrenzung der
maximalen Teilungsfähigkeit der Zelle. Durch verstärkte Expression des Enzyms Telomerase oder durch
interchromosomale Rekombination der Chromosomenenden sind Tumorzellen in der Lage, die Länge der
Telomere konstant zu halten und so den Zellzyklus unbegrenzt häufig zu durchlaufen (Bryan und Cech,
1999; Bryan et al., 1995; Shay und Bacchetti, 1997).
Bei der Ausbildung eines soliden Tumors ist die ausreichende Versorgung der schnell proliferierenden
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Zellen mit Sauerstoff und Nährstoffen essentiell. Tumorzellen fördern hierbei die Angiogenese durch
Sekretion angiogener Faktoren wie VEGF und/oder FGF. Einen weiteren möglichen Mechanismus stellt
die  reduzierte  Expression  endogener  Inhibitoren  der  Angiogenese  wie  Thrombospondin-1  oder
β-Interferon durch maligne transformierte Zellen dar (Hanahan und Folkman, 1996; Singh et al., 1995;
Volpert et al., 1997).
Die Bildung von Metastasen ist die Ursache von 90 % aller krebsbedingter Todesfälle (Sporn,
1996).  Das  homophile  Zell/Zell-Adhäsionsmolekül  E-Cadherin  wird  auf  Epithelzellen  ubiquitär
exprimiert und stellt in gesunden Zellen einen Suppressor von Invasion und Metastasierung dar. Ein
Verlust der E-Cadherin Funktion wird bei der Mehrheit von metastasierenden Tumorzellen epithelialen
Ursprungs beobachtet (Christofori und Semb, 1999).
Die Eigenschaft, Apoptosesignalen zu entgehen, ist ein weiteres allgemeines Merkmal von Tumor-
zellen (Hanahan und Weinberg, 2000), und die deregulierte Proliferation von Zellen alleine ist für die
Entstehung von Tumoren nicht ausreichend. Die Überexpression der wachstumsfördernden Onkoproteine
c-Myc, E1A oder E2F1 z. B. sensitiviert Zellen sogar gegenüber Apoptose (Evan et al., 1992). Dagegen
verhindert die gleichzeitige Überexpression antiapoptotischer Proteine oder die Inaktivierung proapopto-
tischer Proteine die Induktion von Apoptose und erlaubt so das entartete Wachstum dieser Zellen. Damit
ein Tumor entstehen und metastasieren kann, müssen daher die regulären zellulären Antworten auf
hyperproliferative Signale, die normalerweise die Induktion von Apoptose zur Folge haben und Zellen am
unbegrenzten  Wachstum  hindern  (wie  Sauerstoffmangel,  Mangel  an  Nährstoffen  oder  veränderte
Zelladhäsion), umgangen werden. Hieraus kann ein allgemeingültiger Mechanismus abgeleitet werden,
nach dem Zellen, die aktivierte Onkoproteine überexprimieren, durch Apoptoseinduktion eliminiert
werden  (Hanahan  und  Weinberg,  2000).  Ein  solcher  Mechanismus  ist  physiologisch  sinnvoll,  um
transformierte Zellen zu eliminieren und so deren weitere Entwicklung zu Tumorzellen zu verhindern.
Resistenz gegenüber apoptotischen Signalen erlangen Tumorzellen beispielsweise durch Über-
expression der antiapoptotischen Onkoproteine Bcl-2 und Bcl-xL (vgl. Abschnitt 1.3.2). Tumore entstehen
damit nicht allein durch die Störung des Gleichgewichts zwischen Proliferation und Apoptose zugunsten
einer zu hohen Proliferationsrate, sondern durch den gleichzeitigen Verlust der Fähigkeit der Zellen auf
Apoptosesignale zu reagieren (Evan und Vousden, 2001).
Für  die  therapeutische  Behandlung  von  Tumoren  stehen  damit  prinzipiell  zwei  Ansätze  zur
Verfügung. Einerseits die Induktion von Apoptose trotz bestehender inhibitorischer Mechanismen des
Tumors, die zur Vernichtung der entarteten, unkontrolliert proliferierenden Zellen führt; andererseits eine
Wiederherstellung der defekten Regulationsmechanismen, die die Eliminierung der Zellen durch die
eigenen wiedergewonnenen Kontrollmechanismen zur Folge hat.
In klassischen radio- und chemotherapeutischen Ansätzen ist das Ziel eine möglichst vollständige
Abtötung der nach einer operativen Entfernung von Tumoren im Körper des Patienten verbliebenen
Tumorzellen. Dies wird häufig durch Bestrahlung mit DNA-schädigender, radioaktiver Strahlung im
Bereich des entfernten Tumors bewirkt. Bei der Verwendung von Cytostatika wird versucht, Tumorzellen1 Einleitung
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durch  die  systemische  Applikation  einer  Kombination  cytotoxischer  und  cytostatischer  Substanzen
abzutöten  (Mutschler  et al.,  2001).  Als  Cytostatika  werden  hierzu  DNA-alkylierende  Reagenzien,
Nukleotidanaloga, Topoisomerasehemmer, Antimetabolite sowie pflanzliche Alkaloide verwendet, die
die Funktion des Cytoskeletts beeinflussen. Der Einsatz von Cytostatika ist aufgrund ihrer geringen
Selektivität für Tumorzellen jedoch limitiert, und bei der Behandlung treten erhebliche Nebenwirkungen
auf,  die  v. a.  aus  der  Cytotoxizität  gegenüber  gesunden,  schnell  proliferierenden  Zellen  z. B.  des
Knochenmarks, des Gastrointestinaltrakts und der Haarfollikel resultieren (Allen, 2002). Je nach Art,
Dosis und Dauer der Therapie können (vorübergehend) eher leichte, unangenehme Nebenwirkungen
(Übelkeit, Schmerzen, Haarausfall etc.) für den Patienten auftreten. Eine aggressive Chemotherapie kann
aufgrund ihrer Toxizität für gesunde Körperzellen jedoch auch schwere Nebenwirkungen nach sich
ziehen, die bis zum Tod des Patienten führen können. Dies macht deutlich, daß es das Hauptanliegen der
Krebsforschung sein muß, alternative Behandlungsmethoden zu entwickeln, die bei einer deutlichen
Reduzierung von Nebenwirkungen eine effizientere, zielgenaue Zerstörung der Tumorzellen ermöglichen.
Eine gerichtete Tumortherapie, die bei möglichst geringer Schädigung gesunder Gewebe Tumorzellen
restlos abtötet, ist das Ziel der modernen Krebsforschung.
1.5.1 Gerichtete Therapiekonzepte
Ein rationaler Ansatz zur Therapie von Krebserkrankungen ist die gezielte Korrektur einzelner Defekte,
die kausal mit der malignen Transformation zusammenhängen. Ein gentherapeutischer Ansatz besteht
beispielsweise  in  dem  Wiedereinführen  des  p53  Tumorsuppressorgens  in  Tumorzellen,  die  kein
funktionelles P53 exprimieren. Hierzu wird ein replikationsdefizientes Adenovirus (SCF 58500, Ad-p53)
eingesetzt (Liu et al., 1994; Vecil und Lang, 2003). Alternativ hierzu wird ein cytolytisches Virus klinisch
untersucht, das selektiv in Zellen repliziert, die kein funktionelles P53 besitzen (ONYX-015, Onyx
Pharmaceuticals) (Khuri et al., 2000) [Übersicht: (Chiocca, 2002)]. Andere Therapien, die derzeit in der
klinischen Entwicklung sind, zielen ab auf die Inhibition überexprimierter Onkoproteine wie Bcl-2 oder
c-Myc durch Antisense Oligonukleotide (Oblimersen, Aventis/Genta; Oncomyc-NG, AVI BioPharma)
[Übersicht: (Dean und Bennett, 2003)]. Mit weiteren therapeutischen Strategien wird versucht, Apoptose-
signalwege  nicht  indirekt,  wie  durch  klassische  Cytostatika,  sondern  direkt  zu  aktivieren,  um  so
eventuelle Resistenzmechanismen zu umgehen. Hierzu wird derzeit TRAIL, ein Ligand der TNF-Familie
(vgl. Abschnitt 1.3.1) für den möglichen Einsatz in der Tumortherapie untersucht. Bindung von TRAIL
an  Rezeptoren  der  TNF-Rezeptor-Familie  bewirkt  die  Aktivierung  von  Caspase-8  und  führt  zur
Aktivierung des extrinsischen Apoptose-Signalwegs. TRAIL besitzt intrinsische Spezifität für Tumor-
zellen, nicht-transformierte Zellen hingegen sind relativ resistent gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose
(Ashkenazi, 2002). Die molekularen Grundlagen dieser Spezifität von TRAIL für Tumorzellen sind nicht
bekannt. Im physiologischen Kontext spielt TRAIL eine wichtige Rolle bei der Tumorabwehr durch das
Immunsystem (Cretney et al., 2002). Für den klinischen Einsatz rekombinanter Formen von TRAIL sind
jedoch weitere Untersuchungen nötig.1 Einleitung
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Andere Tumorzell-spezifische therapeutische Ansätze, die entwickelt werden, um die Schädigung von
gesundem Gewebe bei systemischer Applikation zu vermeiden, basieren auf der Beobachtung, daß
Tumorzellen häufig ein anderes Expressionsmuster an Zelloberflächenmolekülen aufweisen als normale
Zellen. Ein Beispiel für solche tumorassoziierten Antigene sind Mitglieder der ErbB Rezeptor Familie
(Yarden und Sliwkowski, 2001), die zu den Rezeptortyrosinkinasen gehören.
1.5.2 Rezeptoren der ErbB Familie
Zur Familie der ErbB Rezeptoren zählen der „epidermal growth factor receptor“ EGFR (ErbB), ErbB2
(HER2/Neu), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) (Yarden und Sliwkowski, 2001). Die Rezeptoren dieser
Familie bestehen aus einer glycosylierten extrazellulären Domäne, einer die Membran einfach durch-
spannenden Domäne und einer cytoplasmatischen Domäne mit Tyrosinkinaseaktivität. ErbB Rezeptoren
werden in vielen Geweben epithelialen, mensenchymalen und neuronalen Ursprungs exprimiert, wo sie
grundlegende zelluläre Prozesse wie Proliferation, Migration, Differenzierung und Apoptose steuern. Die
Liganden dieser Rezeptoren, die die Aktivität der Tyrosinkinasen regulieren, werden als Transmembran-
proteine synthetisiert und durch proteolytische Spaltung freigesetzt (Massague und Pandiella, 1993).
Abb. 1.5  Schematische Darstellung der ErbB Rezeptoren und ihrer Liganden. (nach: Cord Hartmann, unveröffentlicht)
Vier  Gruppen  von  Liganden  binden  an  Mitglieder  der  ErbB/EGFR  Rezeptorfamilie  und  sind  an  der  Ausbildung  unterschiedlicher
Rezeptorhomo- und -heterodimere beteiligt. Epidermal growth factor (EGF), Amphiregulin (AR) und transforming growth factor α (TGF α)
binden an EGFR; Betacellulin (BTC), heparin-binding EGF (HB-EGF) und Epiregulin (EPR) binden an EGFR und ErbB4; Neuregulin-1 (NRG-1)
und NRG-2 binden an ErbB3 und ErbB4; NRG-3 und NRG-4 binden an ErbB4.
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Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung führen zur Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivität, wodurch
spezifische Tyrosinreste der cytoplasmatischen Domäne der ErbB Rezeptoren autophosphoryliert werden,
die daraufhin mit intrazellulären Signalmolekülen interagieren (Gschwind et al., 2001). Die Diversität der
Signale, die durch ErbB Rezeptoren induziert werden, ergibt sich aus der ligandeninduzierten Bildung
unterschiedlicher Rezeptorhomo- bzw. Heterodimere (vgl. Abb. 1.5) und wird durch unterschiedliche
Expressionsniveaus  der  einzelnen  Rezeptoren  in  verschiedenen  Geweben  und  Zelltypen  vergrößert
(Yarden und Sliwkowski, 2001).
Ursprünglich wurde angenommen, daß Liganden der ErbB Rezeptoren bivalent sind und die
Rezeptordimerisierung dadurch erleichtern, daß ein Rezeptor mit hoher Affinität und ein Rezeptor mit
niedriger Affinität durch den Liganden gebunden wird (Beerli und Hynes, 1996; Tzahar et al., 1997). Die
Kristallstruktur der extrazellulären Domäne des EGFR in seiner inaktiven Konformation (Ferguson et al.,
2003) sowie die von verkürztem EGFR komplexiert mit EGF oder TGFα (Garrett et al., 2002; Ogiso et
al., 2002) unterstützen dieses Modell der simultanen Bindung eines Liganden an beide Rezeptoren eines
Dimers jedoch nicht. In Abwesenheit von Ligand liegt EGFR in einer inhibierten Konformation vor.
Durch intramolekulare Interaktionen sind die Aminosäureseitenketten, die an der Rezeptordimerisierung
beteiligt sind, in dieser Konformation verdeckt (Ferguson et al., 2003). Um den Rezeptor zu aktivieren,
fördert EGF eine Rezeptorkonformation, in der diese Seitenketten exponiert sind und mit einem anderen
aktivierten Rezeptormonomer interagieren können (Schlessinger, 2002). Im resultierenden aktivierten
Rezeptordimer ist jeder Ligand exklusiv an ein Rezeptormonomer gebunden (Garrett et al., 2002; Ogiso
et al., 2002). Im Gegensatz zu den anderen ErbB Rezeptoren wurde für ErbB2 kein hochaffiner Ligand
identifiziert. ErbB2 stellt allerdings den bevorzugten Dimerisierungspartner der anderen ErbB Rezeptoren
dar. Diese seit längerer Zeit bekannte Eigenschaft von ErbB2 (Graus-Porta et al., 1997; Tzahar et al.,
1996)  kann  aus  einer  strukturellen  Besonderheit  dieses  Rezeptors  abgeleitet  werden.  Die
Kristallstrukturen der verkürzten und der vollständigen extrazellulären Domäne von ErbB2 zeigen, daß
der Rezeptor in Abwesenheit eines Liganden bereits in einer Konformation vorliegt, die eine Dimeri-
sierung mit anderen aktivierten Rezeptoren ermöglicht (Cho et al., 2003; Garrett et al., 2003). Diese
Konformation von ErbB2 unterscheidet sich deutlich von den Konformationen, die EGFR und ErbB3 in
Abwesenheit  von  Ligand  einnehmen,  und  ist  vergleichbar  mit  der  ligandeninduzierten  aktiven
Konformation des EGFR.
Auf  der  Oberfläche  zahlreicher  Tumore  epithelialen  Ursprungs  ist  eine  übermäßig  starke
Expression von Rezeptoren der ErbB Familie, insbesondere aber von EGFR und ErbB2 zu beobachten
(vgl. Tab. 1.1)  (Slamon  et al., 1987), die mit einer schlechten Prognose für den Patienten korreliert
(Hynes und Stern, 1994; Salomon et al., 1995; Slamon et al., 1987). Wegen des kausalen Zusammen-
hangs zwischen maligner Transformation und Überexpression von Erb Rezeptoren auf Tumorzellen und
ihrer  guten  Zugänglichkeit auf  der  Zelloberfläche stellen  die  Mitglieder  der  ErbB  Rezeptorfamilie
geeignete Antigene für eine zielgerichtete Tumortherapie dar  (Wels et al., 1996).1 Einleitung
22
Rezeptor Dysregulation Tumorentität
EGFR Überexpression Kopf und Hals, Brust, Blase, Prostata, Niere, nicht-kleinzelliges
Bronchialkarzinom, Gliom
Mutation Ovarien, Brust, nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, Gliom,
Medulloblastom
ErbB2 Überexpression Brust, Lunge, Pankreas, Kolon, Ösophagus, Endometrium,
Zervix
ErbB3 Expression Brust, Kolon, Magen, Prostata, andere Karzinome
Überexpression Orales Plattenepithelkarzinom
ErbB4 verminderte Expression Brust, Prostata
Expression Medulloblastom im Kindesalter
Tab. 1.1  Expression von ErbB-Rezeptoren in humanen Tumoren. [aus: (Yarden und Sliwkowski, 2001)]
1.5.3 ErbB Rezeptoren als Zielstrukturen für eine gerichtete Therapie
Ein  therapeutischer  Ansatz,  der  sich  die  Abhängigkeit  der  Tumorzelle  von  mitogenen  und  anti-
apoptotischen Signalen zunutze macht, wie sie auch durch ErbB Rezeptoren vermittelt werden, besteht in
der selektiven Blockade der intrazellulären Rezeptortyrosinkinase durch Kompetition der ATP Bindung
mittels Tyrosinkinaseinhibitoren (Arteaga, 2003; Mendelsohn, 2003). Zur Zeit werden einige ErbB
spezifische Tyrosinkinaseinhibitoren verschiedener Hersteller wie z. B. ZD 1839 (Iressa; AstraZeneca
Pharmaceuticals LP, Wilmington, DE, USA), OSI-744 (Tarceva; OSI Pharmaceuticals, Uniondale, NY,
USA; Genentech, South San Francisco, CA, USA; Hoffman La-Roche, Basel, CH), PKI166 (Novartis
Pharma, Basel, CH) und CI-1033 (Pfizer Pharmaceuticals, Groton, CT, USA) in klinischen Studien auf
ihre Eignung für einen therapeutischen Einsatz untersucht (Goel et al., 2002; Modi und Seidman, 2002).
Neben der Blockade der intrazellulären Kinasedomäne durch Tyrosinkinaseinhibitoren stellt der
Einsatz monoklonaler Antikörper mit Spezifität für ErbB Rezeptoren einen weiteren vielversprechenden
Ansatz dar, um mit den transformierenden Signalen dieser tumorassoziierten Antigene zu interferieren
[Übersicht: (Groner et al., 2004; Hinoda et al., 2004)]. Die Wirkmechanismen monoklonaler Antikörper
(vgl. Abb. 1.6)  sind  vielseitig  und  können  die  Blockade  der  Ligandenbindung,  die  Inhibition  der1 Einleitung
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Rezeptordimerisierung, einen verstärkten Rezeptorabbau und die Rekrutierung von Immuneffektorzellen
einschließen. Der weitgehend humanisierte monoklonale Antikörper C225 (Cetuximab/Erbitux; Imclone
Systems, Sommerville, NJ, USA) ist seit Mitte 2004 in den Staaten der Europäischen Union zugelassen.
Die  Zulassung  bezieht  sich  auf  eine  Kombination  von  C225  mit  dem  Topoisomerase-I-Inhibitor
Irinotecan als Zweitbehandlung („Second-Line“-Therapie) von Patienten mit metastasierendem Darm-
krebs, die auf die Standard-Chemotherapie mit Irinotecan nicht mehr ansprechen. In den USA ist C225
auch für den Einsatz in der Monotherapie zugelassen.
C225 bindet an den extrazellulären Teil des EGF-Rezeptors und kompetiert mit der Bindung der
Liganden EGF und TGFα. Außerdem induziert die Bindung von C225 an den EGF-Rezeptor eine
Rezeptordimerisierung. Dies kann zu einer verstärkten Internalisierung, Degradation und Herunter-
regulation des Rezeptors führen. Neben der antagonistischen Aktivität von C225 rekrutieren gebundene
Antikörper Fc-Rezeptor exprimierende Immuneffektorzellen und lösen damit Aktivität gegenüber den
EGF-Rezeptor überexprimierenden Zellen aus („antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity“, ADCC)
(Arteaga, 2003; Mendelsohn, 2003).
Die Wirksamkeit von C225 als Monotherapie und in Kombination mit Cytostatika wurde in
zahlreichen klinischen Studien untersucht (Cunningham et al., 2004). Als häufige Nebenwirkung wurde
dabei das Auftreten eines akneartigen Hautausschlags beschrieben, der bei 77 % der 813 in 21 Studien
behandelten  Patienten  auftrat.  Eine  Phase III  Studie  mit  Kopf-  und  Halskrebs  wurde  mit  einer
Kombination aus Cisplatin und C225 oder Cisplatin und Placebo durchgeführt. Dabei zeigten 22,6 % der
Patienten, die mit C225 und Cisplatin behandelt waren, einen partiellen Therapieerfolg gegenüber 9,3 %
in der Cisplatin-Gruppe (Mendelsohn, 2002). Sowohl für die kombinierte Behandlung mit Cisplatin als
auch für die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren ist C225 in den Staaten der EU allerdings bisher nicht
zugelassen.
Herceptin (Hoffman La-Roche, Basel, CH) ist die humanisierte Form des murinen monoklonalen
Antikörpers 4D5, dessen komplementaritätsbestimmenden Regionen auf ein humanes IgG1κ Gerüst
übertragen wurden, um unerwünschte Immunreaktionen gegen den murinen Fc Teil des 4D5 Antikörpers
zu verhindern. Der Antikörper ist seit dem Jahr 2000 in den Staaten der Europäischen Union zugelassen.
Herceptin bindet nahe der Transmembrandomäne von ErbB2, was zur Herunterregulation des ErbB2
Moleküls auf der Zelloberfläche und zur Induktion des cyclinabhängigen Kinaseinhibitors p27
Kip1 führt,
wodurch die Zahl der Zellen in der S-Phase verringert wird (Yarden, 2001).
Die  Aktivierung  und  Rekrutierung  von  Immuneffektorzellen  zu  ErbB2-überexprimierenden
Tumoren könnte wie im Falle von C225 zum Wirkungsmechanismus von Herceptin beitragen (Clynes et
al., 2000). Derzeit sind vier Phase III Studien mit insgesamt über 13.500 teilnehmenden Patienten
geplant,  in  denen  die  Wirksamkeit  einer  Kombination  von  Herceptin  mit  Standard-Chemotherapie
untersucht werden soll (Baselga et al., 2004). Als unerwartete Nebenwirkung von Herceptin traten in
einer Phase III Studie, in der die Wirksamkeit einer Kombination von Herceptin und Chemotherapie
(Doxorubicin und Cyclophosphamid) an Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs untersucht wurde,1 Einleitung
24
bei 27 % der Patientinnen Funktionsstörungen des Herzens auf (Slamon et al., 2001). Die Ansprechrate
betrug in dieser Studie 50 %. Kardiale Funktionsstörungen wurden ebenfalls in anderen Studien mit
Herceptin beobachtet (Perez und Rodeheffer, 2004).
Abb. 1.6  Mechanismen ErbB spezifischer therapeutischer Antikörper. [nach: (Groner et al., 2004)]
Cetuximab ist ein antagonistischer EGFR spezifischer Antikörper, der mit der Ligandenbindung kompetiert. Der Antikörper verhindert so die
Aktivierung des Rezeptors durch die Liganden TGFα und EGF. Außerdem induziert der Antikörper die Dimerisierung und die Herunter-
regulierung von EGFR. Der ErbB2 spezifische Antikörper Pertuzumab verhindert durch Bindung an ErbB2 die Bildung von ErbB2-Hetero-
dimeren. Pertuzumab verhindert z. B. die Bildung NRG induzierter ErbB2/ErbB3 Heterodimere. Der ErbB2 spezifische monoklonale Antikörper
Trastuzumab (Herceptin) bewirkt durch Induktion der Rezeptorinternalisierung die Herunterregulation von ErbB2. Die Rekrutierung von
Immuneffektorzellen durch Herceptin stellt einen weiteren Wirkmechanismus des Antikörpers dar. Immuntoxine sind Fusionsproteine, die ein
Antikörperfragment und eine cytotoxische Domäne auf einer Polypeptidkette vereinen. Das ErbB2 spezifische Immuntoxin scFv(FRP5)-ETA
besteht aus einem ErbB2 spezifischen „single-chain“ Antikörper (scFv), der mit einer verkürzten Form des bakteriellen Exotoxin A fusioniert ist.
Durch Bindung von scFv(FRP5)-ETA an ErbB2, Internalisierung durch rezeptorvermittelte Endocytose und intrazelluläre Translokation des
Immuntoxins in das Cytosol gelangt das bakterielle Exotoxin A an seinen Wirkort. Im Cytosol führt die durch Exotoxin A katalysierte ADP-
Ribosylierung des Elongationsfaktors 2 zu dessen Inaktivierung und so zur Inhibition der Proteinbiosynthese.
Zur Vermittlung mitogener Signale dimerisiert ErbB2 mit anderen, ligandenaktivierten Rezeptoren. Diese
Heterodimerisierung  wird  durch  den  monoklonalen  ErbB2  spezifischen  humanisierten  Antikörper
Pertuzumab (Omnitarg, Genentech, San Francisco, CA, USA; Hoffman La-Roche, Basel, CH) inhibiert.
Der Antikörper wird derzeit in verschiedenen klinischen Studien auf seine Eignung für einen thera-
peutischen  Einsatz  untersucht  [Übersicht  in:  (Spicer,  2004)].  Generell  stellt  das  Verhindern  der
Rezeptordimerisierung durch sog. „Her dimerization inhibitors“ (HDIs) neben dem Einsatz von Herceptin
und Tyrosinkinaseinhibitoren einen neuen und vielversprechenden Ansatz dar (Groner et al., 2004).
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Die  Wirksamkeit  monoklonaler  Antikörper  kann  verbessert  werden,  indem  sie  chemisch  oder
gentechnisch  an  toxische  oder  immunstimulatorische  Moleküle  gekoppelt  werden.  Für  daraus
resultierende Antikörper-Konjugate bzw. Fusionsproteine konnte gezeigt werden, daß sie eine größere
antitumorale Aktivität besitzen als die parentalen mAks (Wels et al., 1992). „Single chain“ Antikörper-
fragmente bestehen aus den variablen Bereichen der leichten und der schweren Kette eines mAk, die über
einen Peptidlinker miteinander verknüpft sind. Rekombinante Immuntoxine repräsentieren eine Klasse
von  Antikörperfusionsproteinen,  die  mit  Hilfe  ihrer  Zellerkennungsdomäne  (scFv)  spezifisch
tumorassoziierte Antigene erkennen können. Diese Zellbindungsdomänen sind durch Genfusion mit einer
cytotoxisch  wirkenden  Domäne  (Effektordomäne)  verknüpft.  Als  Effektordomänen  werden  v .a.
bakterielle (Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A, Corynebacterium diphtheriae Diphtherietoxin) und
pflanzliche (Ricinus alba Ricin, Gelonium  multiflorum Gelonin, Phytolacca americana  „Pokeweed
antiviral protein”) Toxine verwendet (Frankel et al., 2000; Pastan, 2003). Die pflanzlichen Toxine sind
N-Glycosidasen, die durch Spaltung der ribosomalen RNA zur Inaktivierung der Ribosomen führen. Die
bakteriellen Toxine Exotoxin A und Diphtherietoxin hingegen katalysieren die ADP-Ribosylierung des
Elongationsfaktors 2, der dadurch inaktiviert wird. Das Resultat ist in beiden Fällen die Blockade der
Proteinbiosynthese,  was  zur  Induktion  von  Apoptose  führt  (Thorburn  et al.,  2004).  Verschiedene
Immuntoxine, die unterschiedliche Tumorantigene erkennen, wurden in den letzten Jahren in klinischen
Studien untersucht und zeigten z. T. deutliche antitumorale Wirkung [Übersicht: (Frankel et al., 2000;
Kreitman, 2003; Pastan, 2003)]. Hierzu gehört auch das rekombinante Immuntoxin scFv(FRP5)-ETA, das
aus einem ErbB2 spezifischen scFv Antikörperfragment und verkürztem Exotoxin A aufgebaut ist.
ScFv(FRP5)-ETA  zeigte  in  vitro und in  vivo  hohe  cytotoxische  Aktivität  gegenüber  ErbB2
exprimierenden Zellen (Maurer-Gebhard et al., 1998; Schmidt et al., 1997; Wels et al., 1995) und wird
derzeit in einer klinischen Studie der Phase I auf seine Eignung für einen therapeutischen Einsatz
untersucht (Azemar et al., 2003; Maurer-Gebhard et al., 1998; Wels et al., 1992).
Ein generelles Problem solcher Moleküle für den therapeutischen Einsatz besteht jedoch darin, daß
die Toxindomäne bakteriellen Ursprungs und damit im menschlichen Organismus immunogen ist. Trotz
Therapie-Erfolgen sind Immuntoxine daher nur zeitlich begrenzt einsetzbar, da neutralisierende Anti-
körper gebildet werden (Azemar et al., 2003; Hall et al., 2001; Kreitman et al., 2000). Als Nebenwirkung
wurde darüber hinaus v. a. bei Toxinen, die von Exotoxin A abgeleitet sind, Lebertoxizität beobachtet
(Azemar et al., 2003; Onda et al., 2000; Pai-Scherf et al., 1999).1 Einleitung
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1.6 Ziel dieser Arbeit
Die  Behandlung  von  Tumorerkrankungen,  insbesondere  im  metastasierenden  Stadium,  stellt  eine
besondere  Herausforderung  hinsichtlich  einer  effizienten  Therapie  dar.  Es  ist  eine  systemische
Behandlung des Patienten erforderlich, um Metastasen zu eliminieren, wobei jedoch die Schädigung von
gesundem Gewebe vermieden werden muß. Dies wird dadurch erschwert, daß in Tumorzellen vielfach
Mechanismen aktiv sind, die dazu führen, daß die Induktion von apoptotischem Zelltod blockiert wird.
Sowohl das Auftreten von Resistenzen als auch die z. T. erheblichen Nebenwirkungen beschränken den
Erfolg klassischer Chemotherapie.
Das selektive Einschleusen proapoptotischer Signalmoleküle in Tumorzellen durch Antikörper-
fusionsproteine könnte eine neuartige Strategie darstellen, diese entarteten Zellen durch Induktion von
Apoptose zu eliminieren. Caspasen sind die Moleküle, die am unteren Ende apoptotischer Signalkaskaden
aktiviert  werden  und  damit  die  eigentlichen  Effektoren  des  apoptotischen  Zelltods.  Das  gezielte
Einschleusen  von  Enzymen  in  Tumorzellen,  die  Effektorcaspase-3  direkt  aktivieren,  stellte  einen
besonders  vielversprechenden  Ansatz  zur  Induktion  von  Apoptose  dar,  unabhängig  von  den  ver-
schiedenen Mechanismen, die apoptotische Signalwege in Tumorzellen blockieren. Die Serinprotease
Granzym B (GrB) aus cytotoxischen Lymphocyten aktiviert Caspase-3 (Andrade et al., 2004) und sollte
daher gut geeignet sein für die Verwendung als Effektorfunktion in „humanisierten“, Immuntoxin-
ähnlichen Fusionsproteinen. GrB ist neben Caspasen das einziges Enzym, das Caspase-3 direkt aktiviert,
kann jedoch auch unabhängig von Caspasen Apoptose induzieren, indem es direkt Caspasen-Substrate
wie ICAD oder Bid spaltet (vgl. Abschnitt 1.4.2). GrB greift damit offenbar an verschiedenen Punkten in
apoptotische Signalwege ein, die alle unmittelbar die Initiierung des apoptotischen Zelltods bewirken
(Andrade et al., 2004).
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, GrB durch Kopplung oder Fusion mit Zellbindungsdomänen
mit  Spezifität  für  Tumorzellen  auszustatten  und  zu  untersuchen,  ob  die  Protease  in  Antikörper-
Fusionsproteinen zur selektiven Induktion von Apoptose in Tumorzellen eingesetzt werden kann. Als
Zellbindungsdomänen wurde das ErbB2-spezifische „single-chain“ Antikörperfragment scFv(FRP5) und
der hochaffine Ligand des „epidermal growth factor receptor“ (EGFR) TGFα eingesetzt. Neben GrB
wurde  zusätzlich  das  Flavoprotein  „apoptosis  inducing  factor“  (AIF)  als  Effektor  in  apoptose-
induzierenden Antikörperfusionsproteinen untersucht. AIF induziert nach gegenwärtigem Kenntnisstand
Apoptose unabhängig von Caspasen (Cande et al., 2004).2 Material und Methoden
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Chromatographiemedien, Verbrauchsmaterialien, Reagenzien
Chemikalien Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm), Serva
(Heidelberg), Peqlab (Erlangen), Roche
(Mannheim)
Komponenten bakterieller Wachstumsmedien oder
Hefewachstumsmedien
Becton Dickinson (Heidelberg), Roth, Fluka
Molekulargewichtsmarker (Benchmark, MIV) Invitrogen (Karlsruhe), Peqlab
DNA-Längenstandard 1 kb DNA ladder Invitrogen
Chelating Sepharose FastFlow
Ni-NTA-Fastflow chelatisierende Sepharose
Amersham (Freiburg)
Qiagen (Hilden)
Plastikwaren und Filtersysteme für das Labor
und die Zellkultur
Costar (Bodenheim), Greiner (Frickenhausen),
Schleicher & Schuell (Dassel),
Becton Dickinson oder Nalgene (Rochester, NY,
USA), Millipore (Eschborn)
Dialyseschläuche Roth, Invitrogen
Immobilon-P Transfer Membran Millipore
Whatman 3MM Filterpapier Whatman (London, GB)
Zellkulturmedien, Glutamin, Trypsin/EDTA-Lösung,
Antibiotika und fötales Kälberserum für die Zellkultur
Serva (Heidelberg), Cambrex (Verviers,
Belgien)
Sulfo-NHS-Biotin Pierce (Rockford, IL, USA)
ECL Chemolumineszenz kit Amersham
Peptidsubstrate und -inhibitoren für Granzym B und
Caspase-3
Alexis
Streptavidin, rekombinant, gereinigt New England Biolabs (Schwalbach)
Restriktionsenzyme, DNA-modifizierende Enzyme,
DNA-Polymerasen und zugehörige Puffer
New England Biolabs, Roche, Fermentas
(St. Leon-Rot), Roth, Invitrogen
Desoxynukleotid-Triphosphate Roche, Peqlab2 Material und Methoden
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2.1.2 Antikörper und Nachweisreagenzien
Antikörper
Antigen Markierung Spezies Klon oder Name Hersteller oder Referenz
ErbB2 - Maus FRP5 (Harwerth et al., 1992)
Myc-tag - Maus 9E10 (Evan et al., 1985)
FLAG-tag - Maus M2 anti-FLAG Sigma
SWA11-Epitop - Maus SWA11 (Smith et al., 1989)
Streptavidin - Kaninchen polyklonal Sigma
Granzym B - Maus 2C5 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
Caspase-3 - Maus E-8 Santa Cruz
AIF - Ziege polyklonal Santa Cruz
MBP - Maus MBP-17 Sigma
GST - Ziege polyklonal Beckton Dickinson
Maus IgG HRP Ziege polyklonal Sigma
Maus IgG HRP Schaf polyklonal Amersham
Kaninchen IgG HRP Ziege polyklonal Sigma
Maus IgG Alexa488 Ziege polyklonal Invitrogen
Maus IgG PE Ziege polyklonal Dianova
Maus IgG FITC Ziege polyklonal Beckton Dickinson
Nachweisreagenzien
Detektion von Markierung Nachweisreagenz Hersteller
Streptavidin AP Biotin-AP Konjugat Promega (Madison, WI, USA)
Biotin AP Streptavidin-AP Konjugat NEB
2.1.3 Puffer
Name Zusammensetzung
PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO4; pH 7,4
TBS 10 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl
TTBS TBS + 0,05 % Tween 20 (v/v) (Fluka)
Alle anderen in dieser Arbeit verwendeten Puffer sind an entsprechender Stelle angegeben.2 Material und Methoden
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2.1.4 Plasmide
Plasmid Verwendung
Hersteller oder
Referenz
pBluescript II KS (pBIIKS) Kloniervektor Stratagene
pBIIKS-MH [MH]
enthält die Sequenzen, die für den Myc-tag und den
His-tag kodieren
(Gerstmayer,
1997)
pFLAG-1 [ompA-FLAG]
Bakterieller Expressionsvektor, der für das
Periplasma-Sekretionssignal ompA und den FLAG-
tag kodiert.
Kodak
International
Biotechnologies
Inc.
pSW50 [ompA-FLAG-H]
pFLAG basierender Vektor, der die Sequenz
kodierend für den His-tag vor der „multiple cloning
site” enthält
(Gerstmayer,
1997)
pSW5 [MH]
pFLAG basierender Vektor, der für einen Myc-tag
und einen His-tag hinter der „multiple cloning site“
kodiert
(Rohrbach et al.,
2000)
pGEX-4T1 [GST]
Vektor zur Expression von GST-Fusionsproteinen in
E. coli.
Amersham
pMAL-NN-EGFP [MBP-EGFP]
Vektor zur Expression von EGFP als N-terminales
MBP Fusionsprotein in E. coli.
(Bach et al.,
2001)
pWW152-scFv(FRP5) [scFv(FRP5)]
pBluescript basierendes Plasmid, das die Sequenz des
scFv(FRP5) enthält
(Wels et al.,
1995)
pWW152-GSH-scFv(FRP5) [GSH-scFv(FRP5)]
pBluescript basierendes Plasmid, das die Sequenz des
Linkers GSH und des scFv(FRP5) enthält
diese Arbeit
pWW152-TGFα  [TGFα)]
 pBluescript basierendes Plasmid, das die Sequenz
von TGFα enthält
(Schmidt et al.,
1999)
pWW152-GSH-TGFα  [GSH-TGFα)]
pBluescript basierendes Plasmid, das die Sequenz des
Linkers GSH und von TGFα enthält
diese Arbeit
pBIIKS-GrB [GrB1-247]
enthält die cDNA von humanem Granzym B
(Giesübel, 2003)
pPIC9 [α]
Vektor zur Expression von Proteinen in der Hefe
Pichia pastoris und Sekretion in das Kulturmedium;
enthält das α-Faktor Sekretionssignal von
Saccharomyces cerevisiae
Invitrogen2 Material und Methoden
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Plasmid Verwendung
Hersteller oder
Referenz
pPIC9-GrB [α-GrB21-247-MH]
Vektor zur Expression von enzymatisch aktivem
reifem Granzym B als sekretiertes Protein in der Hefe
Pichia pastoris
(Giesübel, 2003)
pPIC9-GrBS183A [α-GrBS183A, 21-247-MH]
Vektor zur Expression von enzymatisch inaktivem
reifem Granzym B als sekretietes Protein in der Hefe
Pichia pastoris; enthält die Punktmutation Ser183Ala
(Giesübel, 2003)
pPIC9-GrB-scFv(FRP5) [α-GrB21-247-GSH-scFv(FRP5)-MH]
Vektor zur Expression von GrB-5 als sekretiertes
Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit
pPIC9-GrBS183A-scFv(FRP5) [α-GrB21-247, S183A-GSH-scFv(FRP5)-MH]
Vektor zur Expression von GrBS183A-5 als sekretiertes
Protein in der Hefe Pichia pastoris; enthält die
Punktmutation Ser183Ala
diese Arbeit
pPIC9-GrB-TGFα [α-GrB21-247-GSH-TGFα-MH]
Vektor zur Expression von GrB-T als sekretiertes
Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit
pPIC9-GrBS183A-TGFα [α-GrB21-247, S183A-GSH-TGFα-MH]
Vektor zur Expression von GrBS183A-T als sekretiertes
Protein in der Hefe Pichia pastoris; enthält die
Punktmutation Ser183Ala
diese Arbeit
pBIIKS-SA [SA])
enthält die Sequenz von core-Streptavidin
(Rohrbach,
unveröffentlicht)
pSW5-SA [SA-MH]
bakterielles Expressionsplasmid, das die Sequenzen
von core-Streptavidin gefolgt von dem Myc-tag und
einem His-tag enthält
(Rohrbach,
unveröffentlicht)
pSW5-SA-scFv(FRP5) [SA-MH-scFv(FRP5)-MH]
Vektor zur Expression von SA-5 in E. coli
diese Arbeit
pSW202 [ompA-FLAG-H-ETA42]
Vektor zur Expression von verkürztem Pseudomonas
aeruginosa Exotoxin A (Aminosäuren 252-613) in
E. coli
(Zimmermann et
al., 1997)
pSW5-EGFP [EGFP-MH]
Vektor zur Expression des „enhanced green
fluorescent protein” (EGFP) gefolgt von dem Myc-tag
und einem His-tag in E. coli
(Rohrbach,
unveröffentlicht)
pBIIKS-AIF [AIF]
enthält die cDNA des humanen „apoptosis inducing
factor” (AIF)
diese Arbeit
pBIIKS-AIFΔ1-100 [AIFΔ1-100]
enthält die Sequenz der Deletionsmutante AIF Δ1-100
diese Arbeit2 Material und Methoden
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Plasmid Verwendung
Hersteller oder
Referenz
pBIIKS-AIF Δ1-120 [AIFΔ1-120]
enthält die Sequenz der Deletionsmutante AIF Δ1-120
diese Arbeit
pJF50-5X [ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-E2C]
Vektor zur Expression eines scFv(FRP5)-E2C
Fusionsproteins in E. coli
(Sloots, 2004)
pJF50-5EX [ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-ETAII-E2C)]
Vektor zur Expression eines scFv(FRP5)-ETAII-E2C
Fusionsproteins in E. coli
(Sloots, 2004)
pJF50-scFv(FRP5)-AIFΔ1-100 [ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-AIFΔ1-100)]
Vektor zur Expression von 5-AIF in E. coli
diese Arbeit
pJF50-scFv(FRP5)-AIFΔ1-120 [ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-AIFΔ1-120)]
Vektor zur Expression eines scFv(FRP5)-AIF Δ1-120
Fusionsproteins in E. coli
diese Arbeit
pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-
AIFΔ1-100
[ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-100)]
Vektor zur Expression von 5-E-AIF in E. coli
diese Arbeit
pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-
AIFΔ1-120
[ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-120)]
Vektor zur Expression eines scFv(FRP5)-ETAII-
AIF Δ1-120 Fusionsproteins in E. coli
diese Arbeit
pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-
AIF Δ1-100, R192A, K194A
[ompA-FLAG-H-scFv(FRP5)-ETAII-
AIFΔ1-100, R192A, K194A]
Vektor zur Expression von 5-E-AIFR192A/K194A in
E. coli; enthält die beiden Punktmutationen Arg192Ala,
Lys194Ala
diese Arbeit
pBIIKS-fur-GrB [fur-GrB21-247]
kodiert für eine Furin Erkennungssequenz und für
reifes Granzym B
diese Arbeit
pBIIKS-furS-GrB [furS-GrB21-247]
kodiert für eine Furin Erkennungssequenz und für
reifes Granzym B
diese Arbeit
pBIIKS-MBP-furS [MBP-furS]
kodiert für Escherichia coli „maltose binding protein”
(MBP) gefolgt von einer Furin Erkennungssequenz
diese Arbeit
pBIIKS-GST-furS [GST-furS]
kodiert für Schistosoma japonicum Glutathion
S-transferase (GST) gefolgt von einer Furin
Erkennungssequenz
diese Arbeit
pSW5-ErbB21-222 [ErbB21-222-MH]
Vektor zur Expression von ErbB21-222 in E. coli
(Rohrbach et al.,
2005)
pPIC9-MBP-fur-GrB [α-MBP-fur-GrB21-247-MH]
Vektor zur Expression von MBP-fur-GrB als
sekretiertes Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit2 Material und Methoden
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Plasmid Verwendung
Hersteller oder
Referenz
pPIC9-MBP-furS-GrB [α-MBP-furS-GrB21-247-MH]
Vektor zur Expression von MBP-furS-GrB als
sekretiertes Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit
pPIC9-GST-furS-GrB [α-GST-furS-GrB21-247-MH]
Vektor zur Expression von GST-furS-GrB als
sekretiertes Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit
pPIC9-ErbB21-222 [α-ErbB21-222-SH]
Vektor zur Expression von ErbB21-222 als sekretiertes
Protein in der Hefe Pichia pastoris
(Gerstmayer,
1997)
pPIC9-MBP-furS-ErbB21-222 [α-MBP-furS-ErbB21-222-MH]
Vektor zur Expression von MBP-furS-ErbB21-222 als
sekretiertes Protein in der Hefe Pichia pastoris
diese Arbeit
pCR2.1-GAPDH [GAPDH]
enthält die Sequenz der Glyceral-3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) von Pichia pastoris
(Nukleotide 3-962)
diese Arbeit
2.1.5 Oligonukleotide
Oligonukleotide  wurden  von  den  Firmen  BioSpring  (Frankfurt)  und  MWG-Biotech  (Ebersberg)
synthetisiert.
Oligonukleotide, die für den (Gly4-Ser)4-His6 Linker (GSH) kodieren:
GSH-sense 5’-CCATCGATGGCGGTGGCGGATCCGGTGGCGGTGGCTCCGGCGG-
TGGCGGTTCTGGTGGCGGCGGTTCTCACCATCATCACCATCACAA-
GCTTGGGG-3’
GSH-antisense 5’-CCCCAAGCTTGTGATGGTGATGATGGTGAGAACCGCCGCCACC-
AGAACCGCCACCGCCGGAGCCACCGCCACCGGATCCGCCACCGC-
CATCGATGG-3’
Primer zur Insertion der Punktmutation Ser183Ala in Granzym B Fusionskonstrukte zur Generierung der
inaktiven Enzymmutanten:
GrB S183A-sense  5’-CCTTTAAGGGGGACGCTGGAGGCCCTCTTG-3’
GrB S183A-antisense 5’-CAAGAGGGCCTCCAGCGTCCCCCTTAAAGG-3’
Primer zur Amplifikation der Sequenzen, die für MBP, GST, MBP-furS bzw. GST-furS kodieren. Die
5’ Primer fügen eine HindIII bzw. NdeI Schnittstelle ein. Die 3’ Primer führen entweder SalI und XhoI
Schnittstellen zusammen mit der Sequenz, die für furS kodiert, oder XbaI Schnittstellen ein.2 Material und Methoden
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5’HindIII-MBP 5’-AAGCTTATGAAAACTGAAGAAGGTAAACTGG-3’
5'Hind-GST  5’-AAGCTTATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAG-3’
5'NdeI-GST  5’-AAAAAAACATATGATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATT-
AAG-3’
5'NdeI-MBP  5’-AAAAAAACATATGATGAAAACTGAAGAAGGTAAACTGG-3’
3'XhoI-SalI-furS-MBP 5’-TTTTTCTCGAGTTTTTGTCGACGCTACGTTTGTAAGAGCACGGC-
TCGAATTAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGC-3’
3'XhoI-SalI-furS-GST 5’-TTTTTCTCGAGTTTTTGTCGACGCTACGTTTGTAACGAGCACGA-
TCCGATTTTGGAGGATGGTCGCCACCACCA-3’
3'XbaI-GST  5’-AAATCTAGAGCATCCGATTTTGGAGGATGGTCGCCACCACCAA-
ACGTG-3’
3'XbaI-MBP  5’-AAATCTAGAGCCGAGCTCGAATTAGTCTGCGCGTC-3’
Primer zur Amplifikation der GAPDH aus Pichia pastoris:
5'GAPDH-Pichia  5’-GGCTATCACTGTCGGTATTAACGG-3’
3'GAPDH-Pichia  5’-GTGGAGTAACCGTACTCGTTGTCG-3’
Primer  und  Sonden  zur  Amplifikation  bzw.  Detektion  von  GrB  mRNA  und  GAPDH  mRNA  in
quantitativen PCR-Analysen:
Taq-GrB+ 5’-TGGAGGCCCTCTTGTGTGTAA-3’
Taq-GrB- 5’-GCATGCCATTGTTTCGTCC-3’
Taq-GAPDH+ 5’-GTCAACGACACTTTCGGAATTG-3’
Taq-GAPDH- 5’-TTGAGTGGCGGTCATGGA-3’
GrB-So 5’-AAGGTGGCCCAGGGCATTGTCTC-3’
(5’-Modifikation: FAM, 3’Modifikation: TAMRA)
GAPDH-So   5’-TCCGGTTTGATGACCACCGTCCA-3’
(5’-Modifikation: FAM, 3’Modifikation: TAMRA)
Primer zur Amplifikation von AIF, AIFΔ1-100 und AIFΔ1-120. Die 5’ Primer fügen eine SalI Schnittstelle zur
Klonierung des vollständigen AIF ein, bzw. KpnI Schnittstellen zur Klonierung der AIF Deletions-
mutanten. Der 3’ Primer fügt eine EcoRI Schnittstelle ein.
5'SalI-AIF  5’-AAAAGTCGACATGTTCCGGTGTGGAGGCCTGGCGGCGGGTGCT-
TTG-3’
3'EcoRI-AIF  5’-AAGAATTCTCAGTCTTCATGAATGTTGAATAGTTTGGCTACTTC-3’2 Material und Methoden
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5'KpnI-AIFΔ1-100 5’-AAAGGTACCGGGTTAGGGCTGACACCAGAACAGAAACAGAA-
AAAGG-3’
5'KpnI-AIFΔ1-120 5’-AAAGGTACCGAGGAAGTTCCTCAAGACAAGGCGCCAAGTCATG-
TTC-3’
Mutagenese-Primer zur Generierung der Sequenz, die für die AIF-Mutante (Arg192Ala, Lys194Ala) kodiert:
AIF-R192A/K194A-sense
5’-GACCCAAATGTCACAAAGACACTGGCTTTCGCTCAGTGGAATGG-3’
AIF-R192A/K194A-antisense
5’-CCATTCCACTGAGCGAAAGCCAGTGTCTTTGTGACATTTGGGTC-3’
Primer zum Einfügen der Sequenzen, die für die Furin Erkennungssequenzen fur und furS kodieren. Mit
den Primern 5'XbaI-furS-GrB bzw. 5'XbaI-fur-GrB und 3'XhoI-STOP-His  wurden  die  Sequenz  von
reifem  Granzym B  amplifiziert.  Die  Primer  fügten  am  5’ Ende  Sequenzen  kodierend  für  Furin
Schnittstellen sowie XbaI und XhoI (3’ Ende) Restriktionsschnittstellen ein.
5'XbaI-furS-GrB  5’-ATATCTAGAACGTGCTCGTTACAAACGTAGCATC-3’
5'XbaI-fur-GrB  5’-ATATCTAGAACGTGCTCGTTACAAACGTATCATCGG-3’
3'XhoI-STOP-His  5’-TTTGATCTCGAGTCAGTGATGGTGATGATGGTG-3’
Standardprimer zur Sequenzierung von Plasmiden, die die Sequenz des N-terminalen Fragments der
β-Galactosidase enthalten:
M13 forward 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
M13 reverse 5’-AACAGCTATGACCATG-3’
Oligonukleotide zur Sequenzierung der klonierten AIF cDNA:
AIFint-seq+ 5’-CGTACATGCGACCTCCTCTT-3’
AIFint-seq- 5’-CCTGCCACCCAGATGTTAGA-3’
Oligonukleotide zur Sequenzierung von Plasmiden mit pMAL Rückgrat:
pMAL-seq+  5’-GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC-3’
pMAL-seq- 5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’
Oligonukleotide zur Sequenzierung von Plasmiden mit pPIC9 Rückgrat:
AOX-seq+ 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’
AOX-seq- 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’2 Material und Methoden
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Oligonukleotide zur Sequenzierung von Plasmiden mit pSTE2 Rückgrat:
pSTE2-seq+  5’-GAGCGGATAACAATTTCACAC-3’
pSTE2-seq-  5’-GTGATGATGGGATAGATCTTC-3’
2.1.6 Mikroorganismen und Kulturbedingungen
Escherichia coli
Stamm Genotyp Referenz
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL E. coli, B F- ompT, hsdS(rB- mB-), dcm+,
Tetr, gal λ(DE3), endA, Hte [argU ileY
leuW Camr]
Stratagene
BL21(λDE3)trxB- F-, ompT-, rB-mB-, (limm21, lacI,
lacUV5, T7 pol, int-) trxB-
(Proba et al., 1995)
Rosetta-gami(DE3) Δara-leu7697 ΔlacX74 ΔphoAPvuII
phoR araD139 galE galK rpsL
F´[lac
+(lacI
q) pro] gor522::Tn 10 (Tc
R)
trxB::kan (DE3) argU araW ileX glyT
leuW proL metT thrT tyrU thrU (Cm
R)
Novagen
XL1-blue supE44, hsdR17, recA1, endA1,
gyrA96, thi, relA1, lac-, F’(traD36,
proAB+, lacIq, lacZΔM15)
(Hanahan, 1983)
Pichia pastoris
Stamm Genotyp Referenz
GS115 his4 (Sreekrishna et al.,
1989)
SMD1168 his4, pep4 (Cregg et al., 1993)
Zellinien
Die verwendeten Säugerzellinien wurden im Brutschrank bei 37 ºC und 5 % CO2 kultiviert, mindestens
einmal wöchentlich mit frischem Medium versorgt und nach Bedarf abgelöst und verdünnt neu ausgesät.
Allen Medien wurden 10 % hitzeinaktiviertes fötales Kälberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin 100 U/ml
Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin zugegeben. Die Langzeitaufbewahrung der Zellinien erfolgte bei
–80 ºC oder in flüssigem Stickstoff in einem Medium aus FCS mit 10 % DMSO.2 Material und Methoden
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Zellinie Medium FCS L-Gln
Penicillin/
Streptomycin G418 Zeocin
Referenz
/ATCC-Nr.
A-431
humanes Vulva-
karzinom
DMEM 10 % 2 mM 100 U/ml/
100 µg/ml
CRL-1555
MDA-MB 453
humanes Mamma-
karzinom
DMEM 10 % 2 mM 100 U/ml/
100 µg/ml
HTB-131
MDA-MB 468
humanes Mamma-
karzinom
DMEM 10 % 2 mM 100 U/ml/
100 µg/ml
HTB-132
HeLa
humanes Cervix-
karzinom
DMEM 10 % 100 U/ml/
100 µg/ml
CCL-2
Renca-lacZ
murines Nieren-
karzinom
RPMI
1640
10 % 2 mM 100 U/ml/
100 µg/ml
0,2
mg/ml
(Maurer-Gebhard
et al., 1998)
Renca-lacZ/ErbB2 RPMI
1640
10 % 2 mM 100 U/ml/
100 µg/ml
0,5
mg/ml
0,2
mg/ml
(Maurer-Gebhard
et al., 1998)
2.2 Methoden
Molekularbiologische  Methoden  wurden  wie  in  Sambrook  et al.,  1989  (Sambrook  et al.,  1989)
beschrieben durchgeführt. Alle aufgeführten Lösungen wurden in Reinstwasser angesetzt.
2.2.1 Amplifizierung von Plasmid-DNA in E. coli
Kultivierung und Stammhaltung von Bakterien
LB-Medium: 5 g NaCl; 5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton, ad 1000 ml H2O
Glycerin: 87 %
Ampicillin: 100 mg/ml in H2O
Alle Arbeiten mit Bakterien wurden mit autoklaviertem Material unter sterilen Bedingungen durch-
geführt. E. coli Zellen wurden in LB-Glycerinkulturen bei -80 °C gelagert. Dazu wurde ein Volumenteil
einer exponentiell wachsenden LB-Flüssigkultur mit einem Volumenteil 87 %igen Glycerin versetzt.
Bakterienkulturen  wurde  in  LB-Medium  mit  100 µg/ml  Ampicillin  bei  37 °C  in  einem  Schüttler
(250 Upm) über Nacht inkubiert.2 Material und Methoden
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Herstellung kompetenter E. coli Zellen
Lösung I: 150 mM RbCl; 50 mM MnCl2; 30 mM CoAc; 10 mM CaCl2;
13 % Glycerin; pH 5,8; sterilfiltriert
Lösung II: 10 mM MOPS; 10 mM RbCl; 75 mM CaCl2; 13 % Glycerin; pH 7,0;
sterilfiltriert
500 ml Bakterienkultur wurden in LB-Medium bis zu einer OD600 von ca. 0,5 herangezogen und bei 4 °C
für 10 min bei 2200 Upm in einem JA-10 Rotor (Beckmann) abzentrifugiert. Die Zellen wurden in
170 ml eiskalter Lösung I resuspendiert und 1-2 h auf Eis inkubiert. Durch erneute Zentrifugation wurden
die Bakterien pelletiert und in 12,5 ml eiskalter Lösung II resuspendiert. Aliquote der kompetenten
Bakterien wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
Transformation von E. coli  mit Plasmid-DNA
LBAmp Agar Platten: 5 g NaCl; 5 g Hefeextrakt; 10 g Trypton; H2O ad 1000 ml;
1,5 % (w/v) Agar; 100 µg/ml Ampicillin
Kompetente E. coli  wurden  auf  Eis  aufgetaut.  100 µl  Bakteriensuspension  wurden  mit  50-100 ng
Plasmid-DNA bzw. der Hälfte eines Ligationsansatzes vermischt und für 20 min auf Eis gestellt. Die
Bakterien wurden für 2 min (XL1-blue und Rosetta-gami) bzw. 45 sek (BL21) im Wasserbad bei 42 °C
inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Transformierte Bakterien wurden auf LBAmp-Agarplatten ausplattiert
und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch das zugesetzte Ampicillin wurden Plasmid enthaltende
Bakterien selektioniert und mittels Plasmidisolierung (siehe 2.2.2) und Restriktionsverdau (siehe 2.2.6)
überprüft.
2.2.2 Plasmidisolierung aus E. coli
Zur Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden Kits der Firma Qiagen (Hilden)
gemäß den Anleitungen des Herstellers verwendet. Dabei wurde zur analytischen DNA-Isolierung der
Qiaprep spin- („Miniprep“) und zur präparativen DNA-Isolierung der Plasmid Midi- („Midiprep“) bzw.
Maxi-Kit („Maxiprep“) benutzt.
2.2.3 Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA
Die  Bestimmung  von  DNA-  bzw.  RNA-Konzentrationen  erfolgte  durch  Messung  der  Extinktionen
verdünnter Nukleinsäurelösungen bei 260 nm in 1 cm Quarzküvetten. Dabei wurde davon ausgegangen,
daß  eine  OD260=1 einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA bzw. 40 µg/ml einzel-
strängiger RNA entspricht.2 Material und Methoden
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2.2.4 Isolierung von RNA, Synthese und Amplifikation von cDNA
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Makrophagen wurde mit dem „RNeasy total RNA purification kit”
der Firma Qiagen nach Anweisung des Herstellers durchgeführt.
Die RT-PCR zur Amplifikation der cDNA wurde mit spezifischen Primern unter Verwendung des
„One step RT-PCR kit” der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Als „template“
wurden etwa 0,5 µg RNA eingesetzt.
Zur Isolierung von RNA aus der Hefe Pichia pastoris wurden Expressionskulturen verwendet, die
24 h mit 2 % MeOH in BMMY (pH=8) induziert wurden und anschließend mit BMMY auf OD600=8
eingestellt wurden. Aus diesen Kulturen wurden 1 ml Proben entnommen und diese bei 3000 g für 5 min
zentrifugiert. Zur Herstellung von Hefe-Sphäroblasten wurden die Zellpellets in 100 µl Lyticase-Puffer
mit 50 U Lyticase (Sigma) resuspendiert und für 30 min bei 30 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Der
Überstand  wurde  durch  Zentrifugieren  für  5 min  bei  300 g  abgetrennt  und  die  RNA  der  Hefe-
Sphäroblasten wurde mit dem „RNeasy total RNA purification kit” der Firma Qiagen nach Anweisung
des Herstellers isoliert. Die Qualität und Konzentration der isolierten RNA wurde mittels Gelelektro-
phorese und Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm bestimmt.
Die Amplifikation der Glyceral-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) cDNA aus Pichia pastoris
erfolgte durch RT-PCR mit den spezifischen Primern 5'GAPDH-Pichia und 3'GAPDH-Pichia unter
Verwendung des „One step RT-PCR kit”. Die Reaktionen enthielten 2 µg RNA aus Pichia pastoris als
„template“ und je 0,6 µM der jeweiligen Oligonukleotidprimer und wurden bei folgenden Temperaturen
durchgeführt: 30 min bei 50 °C, 15 min bei 95 °C, 35 Zyklen (45 sek bei 94 °C, 45 sek bei 56 °C, 1 min
bei 72 °C), 10 min bei 72 °C. Die Reaktionen wurden im Agarosegel elektrophoretisch getrennt, das
Amplifikat ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert. Durch „TA-cloning“ wurde das GAPDH-Fragment in
das linearisierte Plasmid pCR2.1 (Invitrogen) eingesetzt. Das resultierende Plasmid pCR2.1-GAPDH
wurde in TaqMan PCR Analysen (vgl. 2.2.5) als Standard eingesetzt.
Die  cDNA  für  quantitative  PCR  Analysen  wurde  aus  jeweils  1-5 µg  RNA  nach  einem
Standardprotokoll synthetisiert (van Dongen et al., 1999).
2.2.5 „Polymerase-Chain-Reaction” (PCR) Anwendungen
Amplifikation von DNA-Fragmenten
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem „Perkin Elmer 9600 Thermocycler“. Die
Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µl bestehend aus der DNA-Matrize, 1 U Vent DNA
Polymerase (New England Biolabs) oder Taq DNA Polymerase (Qiagen), Vent bzw. Taq DNA Poly-
merasepuffer, je 2 µM Oligonukleotidprimer und je 200 µM der Desoxyribonukleotide (jeweils End-
konzentrationen) durchgeführt.
Die Polymerase wurde nach etwa 5 minütiger Denaturierung der DNA-Matrize bei 94 °C zuge-2 Material und Methoden
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geben. Falls nicht anders angegeben, wurde die Denaturierung bei 94 °C für 1 min, die Hybridisierung
der Oligonukleotide bei der angegebenen Temperatur für 1 min und die Polymerasereaktion bei 72 °C
(1 min  pro  kb  zu  amplifizierender  DNA)  in  30  Zyklen  durchgeführt.  Anschließend  wurden  die
amplifizierten  DNA-Fragmente  durch  Agarose-Gelelektrophorese  aufgetrennt  und  die  Amplifikate
gegebenenfalls aus dem Gel eluiert.
Mutagenese
Mutagenese von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe spezifischer Primer, die die gewünschte Mutation
einführen, in einer PCR durchgeführt. Die Primer wurden so gewählt, daß die gewünschte Mutation
„mismatch” von mit der Matrize komplementären Bereichen umgeben war und das Plasmid vollständig
amplifiziert wurde. Je Reaktion wurden zwei antiparallele Primer zur Amplifikation beider Stränge eines
vollständigen Plasmids als „template” verwendet.
Die PCR wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µl durchgeführt. Ein Reaktionsansatz bestand
aus PfuTurbo Polymerase-Puffer, etwa 0,1-1 µg Plasmid als „template”, je 125 ng/µl Oligonukleotid-
primer, je 200 µM der Desoxyribonukleotide und 2,5 U/µl PfuTurbo Polymerase (Stratagene). Nach
Zugabe der Polymerase zum eisgekühlten Reaktionsansatz wurde dieser für 30 sek auf 95 °C erhitzt. Die
Denaturierung wurde bei 95 °C für 30 sek, die Hybridisierung der Oligonukleotide bei 55 °C für 1 min
und die Polymerasereaktion für 1 min je kb der „template”-DNA bei 68 °C in 12-18 Zyklen durchgeführt.
Durch  Zugabe  von  1 µl  des  Restriktionsenzyms  DpnI und Inkubation für 1 h bei 37 °C wurde die
„template”-DNA abgebaut. 10 µl des so behandelten Reaktionsansatzes wurden verwendet, um E. coli
XL1-blue zu transformieren.
Nachweis der genomischen Integration von cDNA-Konstrukten in transformierten Pichia Klonen
Um  die  Integration  der  rekombinanten  DNA-Konstrukte  in  das  Hefegenom  nachzuweisen,  wurden
mehrere Klone je Transformationsansatz mittels PCR analysiert. Dazu wurden 10 ml YPD-Kulturen der
einzelnen Klone über Nacht herangezogen. Jeweils 100 µl dieser Kulturen wurden durch Zugabe von je
20 µl  0,05 N  NaOH-Lösung  und  Inkubation  für  10 min  lysiert  und  mit  je  2 µl  0,5 M  HCl-Lösung
neutralisiert. Für die PCR wurden je 2 µl dieser aufgeschlossenen Kulturen als „template“ eingesetzt. Als
Primer wurden die unter 2.1.5 aufgeführten AOX-seq+ und AOX-seq- Oligonukleotide verwendet. Die
damit synthetisierten PCR-Produkte sind aufgrund der Vektor-kodierten flankierenden aox1-Sequenzen
um 492 bp größer als die klonierten cDNA-Konstrukte. Sofern die Rekombination im aox1-Lokus nicht
zu einem Genaustausch geführt hat, entsteht außerdem ein 2,2 kb PCR-Produkt des endogenen aox1-
Gens. Die Hybridisierung der primer wurde bei 48-52 °C für 1 min, die Polymerasereaktion 90 sek bei
72 °C und die Denaturierung 1 min bei 95 °C in 30 Zyklen durchgeführt.2 Material und Methoden
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Quantitative PCR
TaqMan PCR Analysen wurden in Duplikaten in einem „Abi PRISM 7700 sequence detection system”
(Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgeführt.
Zur Analyse der Expression von GrB mRNA wurden die Oligonukleotidprimer Taq-GrB+ und
Taq-GrB- eingesetzt. Als Referenz wurde die Expression der GAPDH mit den Primern Taq-GAPDH+
und  Taq-GAPDH- bestimmt. Zur Bestimmung absoluter Kopienzahlen wurden Plasmidverdünnungs-
reihen mit den Plasmiden pBIIKS-GrB und pCR2.1-GAPDH hergestellt und diese als „template“ in den
quantitativen PCR Analysen verwendet.
Ein Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 µl bestand aus 2,5 µl cDNA (synthetisiert aus 1-5 µg
RNA;  siehe  Abschnitt  2.2.4)  bzw.  2,5 µl  der  jeweiligen  Plasmidverdünnungsreihe,  je  200 nM  der
jeweiligen Oligonukleotidprimer Taq-GrB+ und Taq-GrB- bzw. Taq-GAPDH+ und Taq-GAPDH- und
200 nM  der  jeweiligen  Sonde  GrB-So bzw. GAPDH-So (jeweils Endkonzentrationen). Desweiteren
enthielten die Reaktionsansätze den „Platinum RTS qPCR-Super-Mix-UDG” (Invitrogen) sowie den
Referenzfarbstoff Rox (Invitrogen), die beide nach Herstellerangaben eingesetzt wurden.
Die Reaktionsansätze wurden durch Erwärmen auf 50 °C für 2 min aktiviert und das „template”
durch Erhitzen auf 95 °C für 10 min denaturiert. Die Amplifikation erfolgte in 45 Zyklen (15 sek bei
95 °C, 1 min bei 60 °C). Die cDNA aus einem Hefeklon, der mit dem leeren Vektor pPIC9 transformiert
war, diente bei der quantitativen PCR als Kontrolle.
Mit Hilfe der Plasmidverdünnungsreihen wurden absolute Kopienzahlen der GrB bzw. GAPDH
mRNA  in  den  Proben  berechnet.  Zur  Berechnung  des  relativen  GrB  Expressionslevels  wurde  der
Quotient der absoluten Kopienzahl von GrB und der absoluten Kopienzahl von GAPDH bestimmt.
2.2.6 Subklonierung von DNA-Fragmenten
Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten
Ein  typischer  Restriktionsansatz  enthielt  1-5 µg  Plasmid  DNA  sowie  5-10 U  des  entsprechenden
Restriktionsenzyms in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer in einem Gesamtvolumen von 20-100 µl.
Zur Vermeidung unspezifischer Aktivität des Restriktionsenzyms wurden Volumen und Enzymmenge so
gewählt, daß der Restriktionsansatz nicht mehr als 5 % Glycerin enthielt. Die Inkubationszeit betrug
üblicherweise 1-3 h bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur. Die Restriktionsfragmente wurden
anschließend durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und gegebenenfalls aus dem Gel eluiert.
Ligation von DNA-Fragmenten
Zur  Ligation  von  Vektor-DNA  und  DNA-Inserts  wurden  die  einzelnen  Fragmente  möglichst  im
äquimolaren Verhältnis zueinander eingesetzt. Um die Religation von Plasmid-DNA auszuschließen,
wurden die Vektoren vor der Ligation für 1 h mit 10 U Alkalischer Phosphatase (New England Biolabs)2 Material und Methoden
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bei 37 °C in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Ligation erfolgte für 1 h bei 37 °C
oder über Nacht bei 16 °C in einem Volumen von 20 µl mit 3 Weiss U T4-DNA-Ligase (New England
Biolabs oder Roche) in dem jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffer.
„Fill-in“ Reaktion und „mung bean“ Nuklease Verdau von DNA-Fragmenten zur Erzeugung von „blunt ends“
Zur Erzeugung von „blunt ends“ wurden nach Restriktionsverdau entstandene überhängende DNA-Enden
mit dem großen Fragment der DNA-Polymerase I (Klenow) aufgefüllt oder mit „mung bean“ Nuklease
verdaut. Beide Reaktionen wurden nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms in dem für den
Restriktionsverdau verwendeten Puffer durchgeführt. Für die „fill-in“ Reaktion wurden 33 µM dNTPs
(Endkonzentration) sowie 1 U Klenow je µg DNA zugegeben und der Ansatz 15-30 min bei 37 °C
inkubiert.  Zur  vollständigen  Abtrennung  der  Polymerase  wurde  der  Ansatz  vor  einem  weiteren
Restriktionsverdau in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und das entsprechende DNA-
Fragment aus dem Gel eluiert. Der Nuklease Verdau wurde unter Zusatz von 1 mM ZnSO4 mit 5 U
„mung bean“ Nuklease für 30 min bei 30 °C durchgeführt.
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Nach gelektrophoretischer Auftrennung auf einem präparativen Agarosegel (2.2.8) und Färbung der DNA
mit Ethidiumbromid wurden die unter UV-Licht (365nm) sichtbaren DNA-Banden von Interesse aus-
geschnitten. Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der „Qiaquick“-Gelextraktions-
kit der Firma Qiagen entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet.
2.2.7 Transformation von DNA-Konstrukten in Pichia pastoris (Elektroporation)
Die folgenden Protokolle sind im Wesentlichen dem Handbuch des „Pichia Expression kit“ (Invitrogen)
entnommen.
YPD-Medium: 1 % Hefeextrakt (w/v); 2 % Pepton (w/v); 2 % Glucose (w/v); für Platten
außerdem 2 % Agar (w/v)
MD-Platten: 1,34 % Yeast Nitrogen Base (mit (NH4)2SO4 / ohne Aminosäuren) (w/v);
4x10
-5 M Biotin; 1 % Glucose (w/v); 1,5 % Agar (w/v)
Sorbitol: 1 M in H2O
Anzucht und Lagerung der Hefestämme Pichia pastoris GS115 und SMD1168
Die Anzucht und Lagerung erfolgte in Antibiotika-freiem YPD-Flüssigmedium bzw. auf YPD-Agar-2 Material und Methoden
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platten bei 30 °C. Nach der Transformation wurden die Hefen auf Histidin-freiem Minimalmedium (MD-
Agar) selektioniert. YPD-Kulturen wurden zur Lagerung mit 40 % Glycerin bei -80 °C eingefroren.
Herstellung kompetenter Hefen
100 ml YPD-Medium wurden mit einer 10 ml Vorkultur so beimpft, daß die OD600 0,4-0,5 betrug. Diese
Kultur wurde bei einer OD600 von ca. 1,2-1,5 bei 1500 g für 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde
zweimal mit 40 ml eiskaltem H2O sowie 25 ml eiskalter 1 M Sorbitol-Lösung gewaschen und schließlich
in 500 µl Sorbitol-Lösung resuspendiert. Zwischen den einzelnen Waschschritten wurden die Hefen
erneut abzentrifugiert. Bis zur Transformation erfolgte die Lagerung der Hefezellen auf Eis.
Elektroporation
20 µg Plasmid-DNA wurden zunächst mit einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert, zur Ab-
trennung des Enzyms mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol gefällt und getrocknet. Die lineari-
sierte DNA wurde in 10 µl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) resuspendiert, mit 80 µl Zell-
suspension kompetenter Hefen in einer gekühlten 0,2 cm Elektroporationsküvette (Invitrogen) gemischt
und 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde mit einem „Easyject Optima“ Elektroporator der
Firma Equibio bei 1800 V, 15 µF und 335 Ω durchgeführt. Die Zellen wurden anschließend sofort in 1 ml
eiskalter Sorbitol-Lösung aufgenommen. 100 µl der Zellsuspension wurden auf histidinfreien MD-Platten
ausgestrichen und bei 30 °C für 2 Tage inkubiert bis Kolonien sichtbar waren.
2.2.8 Gelelektrophoretische Methoden
Agarosegele zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
1x TAE-Puffer: 40 mM Tris; 20 mM HAc (Eisessig); 1 mM EDTA; pH 7,2
10x Probenpuffer: 40 % Saccharose (w/v); 0,25 % Bromphenolblau (w/v);
0,25 % Xylencyanol in H2O (w/v)
Ethidiumbromid: 1 µg/ml in H20
Zur Größen- und Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten dienten Agarosegele (Flachbett
„Mini“-Gele; 100 mm x 75 mm x 5 mm). Die Elektrophorese erfolgte je nach gewünschtem Trennbereich
in Gelen mit einem Agarosegehalt von 0,8-2,0 % (w/v) unter Zusatz von etwa 5 µl Ethidiumbromid-
lösung je 100 ml Gellösung in TAE-Puffer bei einer Spannung von 80-160 V.2 Material und Methoden
43
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli und Färbung mit Coomassie
Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung: 30 % (w/v) / 0,8 % (w/v)
Tris-HCl: 1,5 M pH 8,6
Tris-HCl: 0,5 M pH 6,8
SDS-Lösung: 10 % (w/v) in H2O
APS: (Ammoniumperoxodisulfat) 10 % (w/v) in H2O
5xLaemmli-Probenpuffer: 250 mM Tris-HCl pH 6,8; 50 % Glycerin (v/v); 50 % SDS (w/v);
0,5 % Bromphenolblau (w/v); (+ 2 % β-Mercaptoethanol (v/v) für
die Probendenaturierung unter reduzierenden Bedingungen)
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris-HCl; 250 mM Glycin; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,3
Färbelösung: 0,15% Coomassie Blue R250 (w/v); 50 % Ethanol (v/v);
10 % Essigsäure (v/v)
Entfärbelösung: 50 % Ethanol (v/v); 10 % Essigsäure (v/v)
Die zu analysierenden Proteinlösungen wurden mit Probenpuffer versetzt, 5-10 min bei 95 °C erhitzt und
auf das Gel aufgetragen (vertikales Minigel 100 mm x 80 mm x 1,5 mm und „Mini-Protean II“ Gel-
kammer von Biorad). Die Elektrophorese wurde im Sammelgel bei 120 V, im Trenngel bei 160 V durch-
geführt.  Zur  Detektion  der  aufgetrennten  Proteine  wurden  die  Gele  in  Coomassie-Färbelösung  bei
leichtem Schwenken gefärbt und anschließend in Entfärbelösung und H2O entfärbt.
Elektrophoretischer Mobilitätsschiftassay (EMSA)
Die  Fähigkeit  von  AIF-Fusionsproteinen,  DNA  zu  binden,  wurde  in  Gelretardationsexperimenten
untersucht. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen der AIF-Fusionsproteine mit 2,5 µg DNA-
Marker  für  30  min  bei  Raumtemperatur  inkubiert,  mit  DNA-Ladepuffer  versetzt  und  im  1 %igen
Agarosegel bei 80 V elektrophoretisch getrennt. Ansätze ohne Zugabe von Protein dienten der Kontrolle.
2.2.9 Expression rekombinanter Proteine in E. coli
LB-Medium: siehe 2.2.1
Ampicillin: 100 mg/ml in H2O; Gebrauchskonzentration: 100 µg/ml
IPTG: 0,5 M in H2O
Die Expression rekombinanter Proteine wurde, sofern nicht anders angegeben, im E. coli-Stamm BL21-2 Material und Methoden
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CodonPlus(DE3)-RIL durchgeführt. In 100 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium wurden Übernachtkul-
turen aus einzelnen Bakterienklonen bei 37 °C herangezogen. Mit diesen Kulturen wurden Expressions-
kulturen größeren Volumens angeimpft (100-1000 ml). Dazu wurde die Vorkultur mindestens 1:20 in
vorgewärmtem  Medium  verdünnt  und  bei  37 °C  bis  zu  einer  OD600  von  0,8-1,0  kultiviert.  Die
Proteinexpression  wurde  durch  Zugabe  von  0,5 mM  IPTG  (Endkonzentration)  induziert.  Die
Expressionskulturen wurden üblicherweise weitere 1-5 h  bei  20-37 °C unter Schütteln inkubiert, für
10 min bei 7500 g zentrifugiert, die Überstände verworfen und die Bakterienpellets lysiert oder bis zur
Isolierung der rekombinanten Proteine bei -20 °C gelagert.
Zur Analyse der Proteinexpression durch SDS-PAGE und anschließende Coomassie-Färbung oder
Western blot wurden je 1 ml der Kultur entnommen, 5 min bei 7500 g in einer Tischzentrifuge abzentri-
fugiert und das Bakterienpellet in 100 µl SDS-Probenpuffer resuspendiert. Von dem Lysat wurden 5 bis
20 µl pro Spur auf ein SDS-Gel aufgetragen.
2.2.10 Expression rekombinanter Proteine in der Hefe Pichia pastoris
Die  Expression  rekombinanter  Proteine  in  der  Hefe  Pichia  pastoris  wurde  im  Wesentlichen  nach
Herstellerangaben des „Pichia Expression kit“ (Invitrogen) durchgeführt. Die DNA-Konstrukte, die für
die in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Proteine kodieren, wurden in den Hefeexpressionsvektor
pPIC9 kloniert, der aufgrund seiner homologen Flanken zum Hefegenom zu einer chromosomalen
Insertion der DNA-Konstrukte durch homologe Rekombination führt. Aufgrund des Plasmid-kodierten
α-Faktor Sekretionssignals wurden die exprimierten Proteine in den Kulturüberstand sekretiert.
BMGY-Medium: 1 % Hefeextrakt (w/v); 2 % Pepton (w/v); 100 mM Kaliumphosphat pH 7,5;
1,34 % Yeast Nitrogen Base (mit (NH4)2SO4 / ohne Aminosäuren) (w/v);
4x10
-5 M Biotin; 1 % Glycerin (v/v)
BMMY-Medium: wie BMGY, jedoch 0,5 % Methanol (v/v) statt 1 % Glycerin (v/v)
Expressionsstudien
Zur  Analyse  der  Proteinexpression  wurden  Hefeklone,  die  mit  dem  gewünschten  DNA-Konstrukt
transformiert  und  auf  Histidin-freiem  Minimalmedium  selektioniert  waren,  im  kleinen  Maßstab
angezogen. Dazu wurden je 10 ml BMGY-Medium mit einem Hefeklon von einer MD-Platte beimpft und
die Kultur bei 30 °C für 2 Tage im Schüttler inkubiert. Zur Induktion der Proteinexpression wurden die
Kulturen bei 1500 g abzentrifugiert und in Methanol-haltigem BMMY-Medium resuspendiert. Um die
Induktion der Proteinexpression aufrechtzuerhalten, wurde alle 24 h 1-2 % Methanol (Endkonzentration)
zugegeben. Die Kulturen wurden weitere 3-4 Tage inkubiert. Zur Analyse der Proteinexpression wurden
vor der Induktion sowie alle 24 h Proben entnommen.2 Material und Methoden
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Die Hefen wurden abzentrifugiert, die Überstände abgenommen und sekretierte rekombinante Proteine im
Western blot detektiert. Zur Analyse der intrazellulären Fraktion wurde das Zellpellet bei der vorherigen
Zentrifugation  im  gleichen  Volumen  BMMY  resuspendiert.  Aliquote  hiervon  wurden  lysiert  und
ebenfalls im Western blot analysiert.
Kulturen zur Analyse der Expressionslevels von MBP- und GST-Fusionsproteinen wurden im
25 ml Maßstab kultiviert und ansonsten analog behandelt.
Präparative Expression von Proteinen in Pichia pastoris
Im präparativen Maßstab wurden rekombinante Proteine in 500 ml Pichia-Kulturen exprimiert. Dazu
wurde  zunächst  eine  10 ml  Vorkultur  in  BMGY-Medium  angeimpft  und  für  zwei  Tage  bei  30 °C
inkubiert. Mit der Vorkultur wurde eine 100 ml BMGY-Kultur angeimpft und diese einen Tag bei 30 °C
inkubiert. Zur Induktion der Proteinexpression wurde diese Kultur in 1000 ml BMMY-Medium verteilt
auf zwei Schüttelkolben überführt. Die Expressionskultur wurde weitere 3-4 Tage bei 25-30 °C inkubiert
und alle 24 h mit 1-2 % Methanol (Endkonzentration) versetzt. Durch Zentrifugation wurden die Zellen
abgetrennt  und  rekombinante  Proteine  aus  den  Überständen,  wie  in  Abschnitt  2.2.12  beschrieben,
gereinigt.
2.2.11 Periplasmapräparation aus E. coli Expressionskulturen
Periplasmapuffer: 50 mM Tris; 20 % Sucrose (w/v); 1 mM EDTA; pH 8,0
Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli mit anschließender Sekretion in den periplasmatischen
Raum erlaubt das Ausbilden von Disulfidbrücken aufgrund der oxidierenden Bedingungen im Peri-
plasma. Dies wird durch verschiedene periplasmatische und Membranproteine unterstützt. Zur Expression
funktionaler rekombinanter Proteine, die durch Disulfidbrücken stabilisiert werden, ist es daher generell
von Vorteil, diese Proteine in das bakterielle Periplasma zu leiten. Dies kann durch das Anhängen
N-terminaler Signalsequenzen erreicht werden. Für diesen Zweck wurde in dieser Arbeit das ompA
Sekretionssignal des „outer membrane protein A” von E. coli verwendet.
Zur Steigerung der Ausbeute an löslichem Protein wurde die Kultivierung der E. coli Expresssions-
kulturen bei reduzierten Temperaturen (20-25 °C) durchgeführt. Bakterienpellets aus induzierten 1 l
Kulturen  wurden  in  50 ml  Periplasmapuffer  resuspendiert  und  für  1 h  auf  Eis  inkubiert.  Durch
Zentrifugation bei 30000 g für 30 min bei 4 °C wurden unlösliche Bestandteile entfernt. Die erhaltenen
Periplasmafraktionen wurden durch einen Faltenfilter filtriert und zur Reinigung durch Ni
2+-Affinitäts-
chromatographie eingesetzt. Für die Periplasmapräparation aus Bakterienkulturen in kleinerem Maßstab
wurden entsprechend reduzierte Volumina eingesetzt.2 Material und Methoden
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2.2.12 Reinigung rekombinanter Proteine durch Ni
2+-Affinitätschromatographie unter nativen Bedingungen
Auftragspuffer (Puffer A): 1 M NaCl in PBS; pH 8,0
Puffer B: Puffer A+ 1 M Imidazol
Einige  in  dieser  Arbeit  hergestellte  rekombinante  Proteine  enthielten  jeweils  Abschnitte  aus  sechs
Histidinen,  die  eine  Reinigung  der  rekombinanten  Proteine  mittels  Ni
2+-Affinitätschromatographie
erlaubten.
Zur Reinigung rekombinanter Proteine aus Zellysaten von induzierten Bakterien wurden Pellets aus
1 l Kulturen in 35 ml Auftragspuffer resuspendiert und mit Hilfe einer „French Press“ oder durch Ultra-
schall aufgeschlossen. Die Suspension wurde bei 25000 g für 30 min bei 4 °C zentrifugiert, durch einen
Faltenfilter filtriert und zur Reinigung durch Ni
2+-Affinitätschromatographie eingesetzt.
Zur Reinigung von rekombinanten Proteinen aus Periplasmafraktionen von E. coli wurden die
Proben, wie im Abschnitt 2.2.11 angegeben, vorbereitet.
Zur Reinigung rekombinanter Proteine aus Pichia pastoris Kulturüberständen wurden Expressions-
kulturen bei 7500 g abzentrifugiert und die Überstände auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Präzipitate
wurden durch Filtration durch einen 22 µm Filter entfernt. Amersham C10/10 Säulen wurden mit 2-5 ml
suspendierter  „Chelating  FastFlow  Sepharose“  gefüllt  und  mit  20  Bettvolumen  H2O  gewaschen.
Anschließend wurden 10 ml 2 %ige NiSO4-Lösung durch die Matrix gepumpt und ungebundene Ni
2+-
Ionen durch Waschen mit 10 Bettvolumen H2O entfernt. Alternativ wurden die Säulen mit 2-5 ml
„Ni-NTA-Fastflow Chelating Sepharose” gefüllt. Bei der Reinigung rekombinanter Proteine aus Pichia
pastoris  Kulturüberständen  konnte  durch  Verwendung  dieses  Säulenmaterials  die  Ausbeute  an
gereinigtem Protein gesteigert werden. Die Äquilibrierung der Säule erfolgte jeweils mit 10 Bettvolumen
des Auftragspuffers. Die vorbereiteten Proben wurden mit einer Flußrate von 0,5 ml/min durch die Säule
gepumpt. Danach wurde die Säule mit ca. 10 Bettvolumen 10 mM Imidazol enthaltendem Auftragspuffer
gewaschen. Spezifisch gebundene Proteine wurden in etwa 5 ml 250-500 mM Imidazol enthaltendem
Auftragspuffer eluiert. Noch an die Säule gebundene Proteine wurden mit 100 mM EDTA-Lösung
zusammen mit den Ni
2+-Ionen eluiert. Die Elutions-, Wasch- und Durchflußfraktionen wurden mittels
SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung und im Western blot analysiert.
2.2.13 Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli durch Ni
2+-Affinitätschromatographie unter
 denaturierenden Bedingungen
Auftragspuffer (Puffer A): 8 M Harnstoff; 500 mM NaCl in PBS; pH 8,0
Puffer B: Puffer A + 1 M Imidazol
Pellets von induzierten 1 l Bakterienkulturen wurden in 35 ml Auftragspuffer resuspendiert und mit der
„French Press“ aufgeschlossen. Die Proben wurden, wie unter 2.2.12 beschrieben, zentrifugiert, filtriert2 Material und Methoden
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und auf eine äquilibrierte Säule aufgetragen. Zur Proteinreinigung wurden Harnstoff-haltige Puffer
verwendet.  Die  Elutions-,  Wasch-  und  Durchflußfraktionen  wurden  mittels  SDS-PAGE  und
anschließender Coomassie-Färbung oder im Immunoblot analysiert. Proteinhaltige Elutionsfraktionen
wurden vereinigt und für die Renaturierung eingesetzt.
2.2.14 Analytische Gelfiltration
Laufpuffer: 1 mM DTT in PBS
Die tetramere Natur von SA-5 (vgl. Abschnitt 3.1) wurde durch analytische Gelfiltration untersucht. Dazu
wurde gereinigtes SA-5 in PBS auf eine mit Laufpuffer äquilibrierte Superose 6 HR 10/30 Gelfiltrations-
säule (Amersham) aufgetragen.
Die Trennung erfolgte bei einer Flußrate von 0,5 ml/min bei 4 °C auf einem ÄktaFPLC System.
Die Molekulargewichtsbestimmung der SA-5 Oligomere erfolgte durch Abgleich mit Markerproteinen
bekannten Molekulargewichts (Aldolase 158 kDa, Ferritin 440 kDa, Katalase 230 kDa, Thyroglobulin
669 kDa), die unter identischen Bedingungen auf der Gelfiltrationssäule getrennt wurden.
2.2.15 Renaturierung gereinigter rekombinanter Proteine
In dieser Arbeit wurden ausschließlich gereinigte Proteine zurückgefaltet und es wurde darauf geachtet,
daß die Proteinkonzentration bei der Renaturierung stets kleiner als 10 µg/ml war, um intermolekulare
Interaktionen während der Renaturierung zu verringern. Bei der Renaturierung ohne vorherige Reduktion
wurde darauf geachtet, daß die Proben vom Zeitpunkt des Zellaufschlusses bis zur Renaturierung schnell
verarbeitet wurden.
Renaturierung ohne vorherige Reduktion
Zur Renaturierung ohne vorherige Reduktion wurden die denaturierend gereinigten Proteine vor der
Dialyse  auf  400 mM  L-Arginin  eingestellt,  da  durch  Zugabe  hoher  Mengen  an  L-Arginin  eine
Präzipitation während der Dialyse verhindert werden kann (Buchner und Rudolph, 1991). Danach wurde
gegen ein 100-faches Volumen Dialysepuffers, der 400 mM L-Arginin enthielt, bei 4 °C über Nacht
dialysiert und anschließend das L-Arginin durch schrittweises Verdünnen des Dialysepuffers entfernt.
Renaturierung mit vorheriger Reduktion
Renaturierungspuffer: 100 mM Tris pH 8,0; 8 mM oxidiertes Glutathion; 0,5 M L-Arginin;
150 mM NaCl2 Material und Methoden
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Bei der Renaturierung mit vorheriger Reduktion wurden denaturierend gereinigte Proteine zunächst
reduziert und dann in einem Redoxpuffersystem renaturiert. Dazu wurde die Proteinlösung mit 0,3 M
Dithioerythriol bei Raumtemperatur für 2 h reduziert und anschließend 50-fach in Renaturierungspuffer
verdünnt. Die Renaturierung erfolgte für mindestens 48 h bei 10 °C. Anschließend wurden die Proben bei
35000 g für 30 min zentrifugiert, um präzipitierte Proteinaggregate abzutrennen. Verdünnte renaturierte
Proteine  wurden  in  einem  Dialyseschlauch  in  Polyethylenglycol  35000  oder  durch  Ultrafiltration
aufkonzentriert, erneut zentrifugiert und mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung
analysiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte densitometrisch im Coomassie-gefärbten Gel im
Vergleich zu BSA-Standardkonzentrationen.
2.2.16 Immunodetektion von Proteinen (Western blot)
Kathodenlösung: 25 mM Tris pH 10,4; 40 mM 6-Aminohexansäure; 20 % Ethanol (v/v)
Anodenlösung I: 30 mM Tris pH 10,4; 20 % Ethanol (v/v)
Anodenlösung II: 300 mM Tris pH 10,4; 20 % Ethanol (v/v)
TTBS: 10 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,05 % Tween-20 (v/v)
blocking Lösung: 5 % Magermilchpulver (w/v) in TTBS
AP-Puffer: 100 mM Tris (pH 9,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2
NBT-Lösung: 0,5 g Nitro-Blau Tetrazoliumchlorid (NBT) in 10 ml 70 %
Dimethylformamid (DMF) (v/v)
BCIP-Lösung: 0,5 g 5-Brom-4-Chlor-3-indoyl Phosphat (BCIP) in 10 ml
Dimethylformamid
AP-Substratlösung: 66 µl NBT-Lösung; 33 µl BCIP Lösung; 10 ml AP-Puffer
Stripping buffer: 2 % SDS (w/v); 100 mM DTT
Elektrophoretisch  aufgetrennte  Proteine  (vgl. 2.2.8)  wurden  in  Halbtrockenblotkammern  (Froebel,
Lindau) auf Immobilon-P Membranen (Millipore) übertragen (Blotaufbau: Drei Lagen Whatman 3MM
Papier in Anodenpuffer I, drei Lagen in Anodenpuffer II, Membran, SDS-Polyacrylamidgel, drei Lagen
3MM Papier in Kathodenpuffer). Die Membran wurde vorher kurz in Methanol und anschließend in
Anodenpuffer II getränkt. Die Elektrophorese erfolgte für 1-2 h bei 1 mA/cm
2 Membranfläche. Folgende
Antikörper und Nachweisreagenzien wurden in den angegebenen Verdünnungen eingesetzt:
Antikörper Konzentration Verdünnung
anti-Myc 9E10 (Myc-Epitop) 1,6 µg/ml 1:500
SWA11 (SWA11-Epitop) 0,6 µg/ml 1:1000
anti-Granzym B 2C5 200 µg/ml 1:1000
Anti-MBP MBP-17 1:10002 Material und Methoden
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Antikörper Konzentration Verdünnung
anti-Caspase-3 E-8 200 µg/ml 1:1000
anti-Glutathion-S-Transferase 1:2000
Ziege anti-Maus IgG, HRP-gekoppelt 1:5000
Ziege anti-Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt 1:10000
Schaf anti-Ziege IgG, HRP-gekoppelt 1:7000
Streptavidin AP-gekoppelt 1:5000
Zur Absättigung der auf der Polyvinyliden Fluorid (PVDF)-Membran vorhandenen Proteinbindungs-
stellen wurden die zu analysierenden Membranen 30-60 min mit blocking Lösung inkubiert und an-
schließend je dreimal 5-10 min mit TTBS-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem ersten Antikörper
in blocking Lösung erfolgte für 1-3 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C über Nacht, die Inkubation mit
dem zweiten, Enzym-konjugierten Antikörper ebenfalls in blocking Lösung für 30-60 min. Zwischen
sowie nach beiden Inkubationsschritten wurde die Membran wie zuvor mit TTBS gewaschen.
Die Antigen-Antikörper-Komplexe wurden bei Verwendung von HRP-gekoppelten Zweitanti-
körpern mit Hilfe des ECL-Chemilumineszenz-Systems (Amersham) nach Herstellervorschrift nach-
gewiesen und durch Auflegen eines Röntgenfilms für einige Sekunden bis 15 Minuten visualisiert. Bei
Verwendung von AP-gekoppelten Zweitantikörpern wurde die Membran in Substratlösung inkubiert, bis
Banden sichtbar waren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mM EDTA-Lösung gestoppt.
Entfernen von Antikörper-Komplexen von der PVDF-Membran
Antigen-Antikörper-Komplexe wurden durch Inkubation der Western blot Membran in 2 % SDS und
100 mM DTT bei 70 °C für 1-2 h gelöst und gebundene Antikörper von der Membran entfernt. Die
Membran wurde danach wie oben beschrieben mit TTBS gewaschen und mit blocking Lösung für eine
Stunde geblockt. Anschließend wurde die Membran mit einem anderen Antikörper erneut inkubiert.
2.2.17 Deglykosylierung der in Pichia pastoris exprimierten Proteine
Um zu untersuchen, ob in der Hefe Pichia pastoris exprimierte Granzym B Fusionsproteine glycosyliert
sind, wurden die gereinigten Proteine mit N-Glycosidase F (Roche) behandelt und anschließend ihr
Molekulargewicht im Vergleich zu nicht behandelten Proteinen im Western blot analysiert. Ca. 1 µg
Protein in 10 µl PBS wurde mit 1 µl 10 % SDS-Lösung versetzt und für 10 min auf 95 °C erhitzt. In
einem  Gesamtvolumen  von  100 µl  (PBS)  wurden  anschließend  1 U  N-Glykosidase F sowie 0,5 %
Triton X-100 zugegeben und der Ansatz über Nacht bei 37 °C inkubiert.2 Material und Methoden
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2.2.18 Bindungsstudien
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
blocking Lösung: 3 % BSA in PBS bzw. in TBS (w/v)
9E10: 1 µg/well in 0,5 % BSA in PBS bzw. in TBS (w/v)
Biotin, AP-Konjugat 1 µg/well in 0,5 % BSA in TBS (w/v)
Ziege anti-Maus IgG, AP-Konjugat: 1:4000 in 0,5 % BSA in TBS (w/v)
Ziege anti-Maus IgG, HRP-Konjugat: 1:5000 in 0,5 % BSA in PBS (w/v)
AP-Puffer: 100 mM TRIS, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2; pH 9,5
Entwicklungspuffer (HRP): ABTS-Detektionssystem (Roche)
Entwicklungspuffer (AP): 0,5 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in AP-Puffer frisch angesetzt
Die Fähigkeit, chemisch biotinylierter Proteine an Streptavidin zu binden, wurde in einem ELISA-
ähnlichen Verfahren untersucht.
Die Bindung von GrB-5 und GrBS183A-5 an ErbB2 sowie die Bindung von SA-5 an ErbB2 und an
Biotin-konjugierte Alkalische Phosphatase wurde ebenfalls in einem ELISA-ähnlichen Verfahren unter-
sucht.
Je „well” wurden 100 ng Streptavidin, 100 ng ErbB21-222 oder 100 ng BSA als Kontrollprotein auf
einer  96 well  Mikrotiterplatte  in  100 µl  PBS  bzw.  TBS  über  Nacht  bei  4 °C  immobilisiert.  Freie
Bindungsstellen wurden mit je 200 µl blocking Lösung für eine Stunde bei Raumtemperatur abgesättigt.
Die zu testenden Proteine wurden in unterschiedlichen Verdünnungen in 0,5 % BSA in PBS (bzw. 0,5 %
BSA in TBS) für 1-2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 200 µl PBS
(bzw. TBS) wurde der jeweilige Erstantikörper bzw. das Biotin-AP Konjugat in 100 µl 0,5 % BSA/PBS
(bzw. TBS) zugegeben und für eine Stunde inkubiert. Die Ansätze wurden gewaschen und gebundenes
Protein zur Detektion mit Zweitantikörper (100 µl/well, 1 h) markiert. Im Falle der Detektion von ErbB2
gebundenem SA-5 mit dem Biotin-AP Konjugat entfiel die Inkubation mit einem Zweitantikörper. Nach
erneutem  Waschen  wurde  die  Färbereaktion  durch  Zugabe  von  100 µl  je  well  Entwicklungspuffer
gestartet. Bei ausreichender Färbung der Ansätze erfolgte die Bestimmung der Absorption bei 405 nm
gegen die Absorption bei 490 nm in einem Spektrophotometer (Molecular Devices Spectra MAX 340).
Durchflußcytometrie (FACS)
Fusionsproteine und Proteinkomplexe, die den ErbB2-spezifischen „single chain” Antikörper scFv(FRP5)
oder den EGFR Liganden TGFα enthielten, wurden mittels Durchflußcytometrie auf Zellbindung an
ErbB2 oder EGFR exprimierende Zellen untersucht. Dazu wurden ca. 5x10
5 der entsprechenden Zellen in
einer 96 well „round bottom“ Platte mit 0,5-1,5 µg des zu testenden rekombinanten Proteins in einem
Volumen von 50 µl in PBS für 1 h bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 250 µl PBS gewaschen, für2 Material und Methoden
51
3 min bei 450 g in einer Megafuge (Heraeus) abzentrifugiert und 30 min bei Raumtemperatur mit 1-2 µg
des  entsprechenden  Erstantikörpers  in  50 µl PBS inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden
gebundene Proteine durch einstündige Inkubation der Zellen mit 50 µl eines PE-gekoppelten anti-Maus
IgG Antikörpers (Dianova), der 1:50 in PBS verdünnt wurde, markiert. Nicht gebundene Antikörper
wurden durch mehrmaliges Waschen mit 250 µl PBS entfernt. Anschließend wurden die Zellen in 500 µl
PBS aufgenommen und mit einem FACScan (Beckton Dickinson) auf Bindung der rekombinanten
Proteine analysiert.
2.2.19 Nachweis der enzymatischen Aktivität von Granzym B
Spaltung von rekombinanter Procaspase-3 durch Granzym B in vitro
Reaktionspuffer: 10 mM Hepes; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2; pH 7,4
Ac-IETD-CHO: 20 mM in DMSO
Die enzymatische Aktivität von rekombinantem Granzym B wurde anhand der Spaltung von Caspase-3
als physiologisches Substrat von Granzym B nachgewiesen. Dazu wurde eine rekombinante Form der
Procaspase-3 verwendet, die als His-tag Fusionsprotein mit C-terminalem SWA11-Epitop in E. coli
exprimiert wurde (Giesübel, 2003).
200 ng Procaspase-3 wurden je Ansatz als Substrat in Spaltreaktionen eingesetzt. Diese wurden in
einem  Gesamtvolumen  von  40 µl  in  Reaktionspuffer  bei  37 °C  für  14 h  inkubiert.  Von  den  zu
untersuchenden Granzym B Präparationen (in PBS) wurden jeweils 200 ng zugegeben. Die Reaktions-
ansätze  wurden  durch  SDS-PAGE  getrennt  und  im  Immunoblot  durch  Detektion  des  C-terminalen
SWA11-Epitops der Procaspase-3 mit dem mAk SWA11 analysiert. Nicht prozessierte Procaspase-3
sowie das P12 Spaltprodukt konnten so detektiert werden.
Die Spezifität der Spaltreaktion wurde durch Verwendung der enzymatisch inaktiven Enzym-
mutanten GrBS183A-5 und GrBS183A-T,  oder durch Zugabe des GrB Peptidinhibitors Ac-IET-CHO unter-
sucht.
Spaltung colorimetrischer Peptidsubstrate
Reaktionspuffer : 50 mM Hepes; 100 mM NaCl; 10% Saccharose (w/v); pH 7,4
DTT: 100 mM in H2O
Ac-IETD-pNA, Ac-IETD-CHO: 20 mM in DMSO
Zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von Granzym B Fusionsproteinen wurde ein colorimetrisches
Peptidsubstrat mit Granzym B Erkennungssequenz verwendet (Acetyl-Ile-Glu-Tyr-Asp-p-Nitroanilid).
Spaltung dieses Substrats durch Granzym B setzt p-Nitroanilin frei, das eine Gelbfärbung hervorruft.2 Material und Methoden
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Die Reaktionen wurden in 96 well Mikrotiterplatten in einem Volumen von jeweils 100 µl in Reaktions-
puffer und 1 µl Substrat-Lösung (200 µM Endkonzentration) durchgeführt. Granzym B und Granzym B
Fusionsproteine wurden in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Die Ansätze wurden für 1 h bei
37 °C inkubiert und die Farbentwicklung anhand der Absorption bei 405 nm gegenüber der bei 490 nm in
einem Spektrophotometer (Molecular Devices Spectra MAX 340) bestimmt. Die Spezifität der Spalt-
reaktion wurde durch Vorinkubation von Granzym B mit dem spezifischen Peptid-Aldehyd-Inhibitor
Acetyl-Ile-Glu-Tyr-Asp-Aldehyd  (Ac-IETD-CHO),  400 µM  Endkonzentration)  für  15 min  bei
Raumtemperatur vor Zugabe des Peptid-Substrats nachgewiesen.
2.2.20 Biotinylierung gereinigter Proteine in vitro
Sulfo-NHS-Biotin: (Sulfosuccinimidobiotin, Pierce)
500 µg gereinigtes EGFP, ETA42 oder GrB verdünnt in 1 ml PBS wurden mit 30 µg Sulfo-NHS-Biotin
versetzt und 3 h auf Eis inkubiert. Überschüssiges Reagenz wurde durch Dialyse gegen  PBS sowie gegen
Avidin in PBS entfernt. Die effiziente Biotinylierung der Proteine wurde mittels SDS-PAGE und Western
blotting  mit  Streptavidin-konjugierter  Alkalischer  Phosphatase  sowie  mit  einer  ELISA-ähnlichen
Methode überprüft (vgl. Abschnitt 2.2.18).
Zur Bildung bifunktionaler Komplexe, bestehend aus SA-5 und dem jeweiligen biotinylierten
Protein  (bEGFP,  bETA42  oder  bGrB),  wurden  die  beiden  Proteine  in  den  gewünschten  molaren
Verhältnissen zueinander in PBS für 10-30 min auf Eis inkubiert. SA-5, das mit den nicht biotinylierten
Varianten der Proteine inkubiert wurde, diente der Kontrolle. Die an entsprechender Stelle angegebenen
molaren Verhältnisse von SA-5 und biotinylierten Proteinen beziehen sich jeweils auf die monomere
Form des SA-5 Fusionsproteins.
2.2.21 Herstellung von Gesamtzellextrakt
NETN-Puffer: 20 mM Tris; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA, 0,5 % Nonidet P-40 (w/v);
10 % Glycerol (v/v), 1 mM DTT; pH 8,0
Zur Herstellung von Gesamtzellextrakt aus Kulturen etablierter adhärent wachsender Tumorzellinien
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 200 µl NETN-Puffer je 10
7 Zellen für 15 min auf Eis
lysiert.  Unlösliche  Zellbestandteile  wurden  durch  Zentrifugation  entfernt.  Die  Gesamtprotein-
konzentrationen der Zellextrakte wurden im Bradford-Assay bestimmt (Bradford, 1976). Die Zellextrakte
wurden durch SDS-PAGE getrennt und im Western blot analysiert.2 Material und Methoden
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2.2.22 Immunfluoreszenzfärbung
Formaldehyd: 4 % in PBS (w/v)
Triton X-100: 0,1 % in PBS (v/v)
BSA: 3 % in PBS (w/v)
anti-Granzym B mAk 2C5: 0,5 µg/ml
anti-Streptavidin Antiserum: 1:6600
9E10 1 µg/ml
M2 anti-FLAG 1 µg/ml
SA-5/EGFP 4 nM SA-5, molares Verhältnis SA-5/bEGFP 1:8
GrB-Fusionsproteine 10 µg/ml
AIF-Fusionsproteine 10 µg/ml
anti-Maus IgG, Alexa488-
Konjugat: 1:1000
anti-Kaninchen IgG, FITC-
Konjugat: 1:50
Eindeckmedium: Vectashield mit Propidiumjodid oder DAPI (Alexa)
Die Aufnahme von Proteinen in Zellen sowie deren intrazelluläre Lokalisation wurden durch Immun-
fluoreszenzfärbungen nachgewiesen. Dazu wurden 10
4 bis 4x10
4 adhärent wachsende Zellen auf „8 well“
Diagnostik Objektträgern (adhäsiv Epoxy-beschichtet, Roth) in 50 µl je well ausgesät und über Nacht
kultiviert. Zur Behandlung der Zellen mit Proteinen wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und die
Proteine in der gewünschten Konzentration in Zellkulturmedium in einem Gesamtvolumen von 50 µl auf
die Zellen gegeben. Um die Aufnahme der Proteine in die Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen für
1 h bei 37 ºC in Gegenwart des jeweiligen Proteins inkubiert, gewaschen und für weitere 1-4 h bei 37 °C
inkubiert.  Zum Nachweis der Zellbindung erfolgte die Inkubation für 1 h auf Eis.
Ungebundenes Protein wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden
mit  40 µl  Formaldehyd-Lösung je well 10 min bei Raumtemperatur fixiert, erneut gewaschen, mit
Triton X-100-Lösung (20 µl/well) 5 min permeabilisiert und nochmal gewaschen.
Gebundene  bzw.  aufgenommene  Proteine  wurden  mit  dem  jeweiligen  Antikörper  in  der
angegebenen Verdünnung in 3% BSA/PBS (50 µl/well) detektiert (1 h, Raumtemperatur). Ungebundener
Antikörper wurde durch Waschen mit PBS entfernt. Die Färbung erfolgte mit Alexa488-gekoppeltem
anti-Maus IgG (Molecular Probes) bzw. FITC-gekoppeltem anti-Kaninchen IgG (Dianova), ebenfalls ver-
dünnt in 3%BSA/PBS (1 h, Raumtemperatur). Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen mit
Vectashield Eindeckmedium, das Propidiumjodid  bzw.  DAPI  zum  Anfärben  der  Zellkerne  enthielt,
eingedeckt und mit einem Nikon Eclipse TE300 Fluoreszenzmikroskop bzw. einem Leica TCS SL
konfokalen Laser-scanning-Mikroskop analysiert.2 Material und Methoden
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Um Bindung und Aufnahme von SA-5/bEGFP Komplexen in Zellen zu untersuchen, wurden Zellen wie
oben beschrieben behandelt, allerdings wurden sie weder permeabilisiert noch fixiert, da die Fluoreszenz
des EGFP direkt gemessen wurde und keine Inkubation mit Antikörpern notwendig war.
2.2.23 Cytotoxizitätstest (MTT)
MTT: (Sigma) 7,5 mg/ml in PBS
Lysepuffer: 20 % SDS (w/v) in 50 % Dimethylformamid (v/v); pH 4,7 einstellen mit
80 % Eisessig (v/v) / 20 % 1 M HCl (v/v)
Chloroquin: 50 bzw. 100 µM
Die cytotoxische Wirkung der in dieser Arbeit abgeleiteten Proteine wurde anhand der Überlebensrate
etablierter Tumorzellen nach Behandlung mit diesen Proteinen untersucht. Zur Quantifizierung wurde der
colorimetrische MTT-Cytotoxizitätsassay verwendet, der auf der Metabolisierung des gelben Tetra-
zolium-Salzes MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid) zu einem braunen
Formazan-Produkt basiert.
Je nach Proliferationsrate der eingesetzten Zellinie wurden 10
4-5x10
4 Zellen in 200 µl Medium pro
well in der Gegenwart des jeweiligen Proteins in Triplikaten für die angegebenen Zeiten kultiviert. Alle
zu  testenden  Proteine  wurden  vor  der  Verwendung  gegen  PBS  dialysiert.  Zur  Bestimmung  der
Überlebensrate wurden 10 µl MTT-Lösung je well zu den Zellen gegeben und diese für weitere 2-4 h bei
37 ºC kultiviert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 90 µl Lysepuffer je well bei 37 ºC für 2 h oder über
Nacht lysiert. Die Farbentwicklung wurde durch Messung der Absorption bei 590 nm quantifizert und die
Überlebensrate aus den Meßwerten relativ zu Zellen, die nur in Medium kultiviert waren, berechnet. Die
Überlebensrate von Zellen, die in Gegenwart des endosomolytischen Reagenz Chloroquin zusammen mit
Proteinen kultiviert waren, wurde relativ zu Zellen, die nur mit Chloroquin inkubiert waren, berechnet.
Ansätze, in denen keine Zellen ausgesät wurden, dienten als Referenzwert (blank). Um die cytotoxische
Aktivität von SA-5/bGrB bzw. SA-5/bETA42 Komplexen zu untersuchen, wurden Zellen in Gegenwart
von jeweils 5,3 nM SA-5 und bGrB bzw. bETA42 in den angegebenen Konzentrationen kultiviert.
2.2.24 Spaltung und enzymatische Aktivität endogener Caspasen
Caspase-Aktivitätspuffer: 100 mM TRIS, 10 % Sucrose (w/v), 10 mM DTT, 150 mM NaCl,
0,1 % CHAPS (w/v); pH 8
Die Spaltung und Aktivierung von endogener Caspase-3, Caspase-8 und Caspase-9 durch Granzym B
Fusionsproteine wurde im Immunoblot bzw. in colorimetrischen Peptidspaltungsassays untersucht.
A-431  Zellen  wurden  für  14 h  in  Gegenwart  von  Granzym B  Fusionsproteinen  und  100 µM
Chloroquin inkubiert. Einigen Ansätzen wurde der Caspaseninhibitor Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-2 Material und Methoden
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fluormethylketon (zVAD-fmk) zusammen mit dem jeweiligen Protein zugesetzt. Zellysate wurden, wie
im Abschnitt 2.2.21 beschrieben, hergestellt. Jeweils 50 µg dieser Extrakte wurden im SDS-Gel elektro-
phoretisch getrennt und Procaspase-3 sowie die P20 und P17 Spaltprodukte im Western blot mit dem
Caspase-3 spezifischen mAk E-8 detektiert.
Zur Messung der enzymatischen Aktivität endogener Caspasen wurden die Zellextrakte mit den
Peptidsubstraten  Ac-IETD-AFC  (Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC;  AFC: 7-Amido-4-trifluoromethyl-
coumarin), Ac-LEHD-AFC (Acetyl-Leu-Glu-His-Asp-AFC) und Ac-DEVD-pNA (Acetyl-Asp-Glu-Val-
Asp-p-Nitroanilid)  inkubiert,  die  bevorzugt  durch  Caspase-8,  Caspase-9  bzw.  Caspase-3  gespalten
werden. Jeweils 37 µM der fluorimetrischen Substrate Ac-IETD-AFC oder Ac-LEHD-AFC wurden mit
20 µg  Gesamtprotein  in  einem  Volumen  von  150 µl  in  Caspase-Aktivitätspuffer  für  2 h  bei  37 °C
inkubiert. Messung der Fluoreszenz erfolgte in einem „Bio Rad Fluoromark microplate reader”. Das
colorimetrische Substrat Ac-DEVD-pNA zur Messung der enzymatischen Aktivität von Caspase-3 wurde
in einer Konzentration von 266 µM eingesetzt und mit Zellextrakten inkubiert, die 50 µg Gesamtprotein
enthielten.  Zur  Quantifizierung  der  Färbung  wurde  die  Absorption  bei  405 nm  und  490 nm  nach
Inkubation für 14 h bei 37 °C in einem Photometer (Molecular Devices Spectra MAX 340) gemessen.
2.2.25 Hoechst-Färbung
Hoechst 33342: 5 mg/ml in H2O
Propidiumjodid: 1 mg/ml in H2O
Hoechst Färbelösung: 5 µg/ml Hoechst 33342; 1 µg/ml Propidiumjodid in PBS
Morphologische  Veränderungen  des  Zellkerns  wurden  durch  Färbung  der  zellulären  DNA  mit
Hoechst 33342 detektiert, einem Fluoreszenzfarbstoff, der intakte Zellmembranen durchdringt, so daß
apoptotische wie nicht-apoptotische Zellen angefärbt werden. Die Zellen wurden mit Trypsin von der
Kulturschale abgelöst, mit dem zuvor abpipettierten Überstand vereinigt, durch Zentrifugation pelletiert,
in 20 µl Färbelösung je Ansatz resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. An-
schließend wurden die Proben auf Eis gelagert und möglichst schnell mikroskopisch analysiert. Dazu
wurden ca. 10 µl der Zellsuspension auf einen Objektträger gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und
die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit UV-Anregung analysiert. Als Positivkontrolle für eine
apoptotische Kernmorphologie wurden Zellen mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin behandelt (1 µM).
2.2.26 Mikroinjektion
Um die cytotoxische Aktivität von AIF und GrB Fusionsproteinen direkt und unter Umgehung des Auf-
nahmeweges in die Zelle zu untersuchen, wurden gereinigte Proteine in das Cytoplasma injiziert. Dazu
wurde ein CompiC INJECT Mikroinjektionssystem (Cellbiology Trading) mit Eppendorf FentoJet Druck-
geber und JunAir Compressor verwendet. Je 5x10
4 Zellen wurden auf gelatinierten Glasboden-Zellkultur-2 Material und Methoden
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schalen ausgesät und für zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Die Injektion erfolgte in das Cytoplasma
von etwa 50 Zellen je Protein. Die zur Injektion eingesetzten Proteinlösungen wurden zuvor so verdünnt,
daß sie jeweils äquimolare Konzentrationen der zu untersuchenden Proteine enthielten. Zur Identifi-
zierung injizierter Zellen erfolgte die Injektion der Proteine zusammen mit GFP, das in E. coli als GST
Fusionsprotein hergestellt wurde. Zur Detektion apoptotischer Kernmorphologie wurden die Zellen direkt
vor  der  mikroskopischen  Analyse  mit  Hoechst 33342  gefärbt  (vgl. 2.2.25).  Die  Morphologie  von
injizierten und nicht injizierten Zellen wurde nach 14 h unter einem Zeiss Axiovert 200 Fluoreszenz-
mikroskop untersucht, und Bilder wurden mit einer digital Axiocam CCD Kamera (Zeiss) aufgenommen.3 Ergebnisse
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Nach heutigem Verständnis sind Caspasen die zentralen Effektoren der Apoptose. Aktive Caspasen akti-
vieren sich gegenseitig, was zu einer Verstärkung apoptotischer Signale führt. Diese Caspasen-Kaskade
ist  für  das  sehr  schnelle  Ablaufen  des  apoptotischen  Zelltods  verantwortlich  (Strasser,  1999).
Insbesondere  die  Aktivierung  von  Caspase-3  ist  für  zahlreiche  morphologische  Veränderungen
apoptotischer Zellen verantwortlich und stellt das Schlüsselereignis für die Exekutionsphase der Apoptose
dar (Fischer et al., 2003; Martin, 2003).
Die Dysregulation apoptotischer Signalwege ist eine Grundvoraussetzung für das Entstehen von
Tumoren (vgl. Abschnitt 1.5). Die molekularen Mechanismen dieser Dysregulation führen häufig zur
Unfähigkeit, Caspasen zu aktivieren. Das gezielte Einbringen proapoptotischer Proteine, die zu einer
Aktivierung der Caspasen-Kaskade führen, sollte eine effiziente Strategie darstellen, in diesen malignen
Zellen selektiv Apoptose zu induzieren und diese so zu eliminieren.
Hierzu  wurden  in  dieser  Arbeit  Fusionsproteine  abgeleitet,  die  aus  einer  proapoptotischen
Proteindomäne und einer tumorzellspezifischen Zellbindungsdomäne bestehen. Als Bindungsdomäne mit
Affinität  für  tumorassoziierte  Antigene  wurde  der  ErbB2  spezifische  „single  chain“-Antikörper
scFv(FRP5) (Wels et al., 2004; Wels et al., 1992) verwendet, der sich vom monoklonalen Antikörper
FRP5  ableitet  (Harwerth  et al.,  1992).  Ein  Fusionsprotein  bestehend  aus  scFv(FRP5)  und  einer
bakteriellen Effektordomäne (verkürztes Pseudomonas  aeruginosa  Exotoxin A)  (scFv(FRP5)-ETA)
wurde vor kurzem in einer klinischen Studie der Phase I getestet. Als alternative Zellbindungsdomäne
wurde im Rahmen dieser Arbeit der hochaffine Ligand des „epidermal growth factor receptor“ (EGFR)
„transforming growth  factor α“  (TGFα) verwendet. Die Zielstrukturen beider Zellbindungsdomänen,
ErbB2 und EGFR, sind Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie, zu der insgesamt vier Rezeptortyrosin-
kinasen gehören (vgl. 1.5.2). Die Überexpression dieser Rezeptoren hängt häufig kausal mit der malignen
Transformation von Tumorzellen zusammen. Insbesondere Überexpression von EGFR und ErbB2 wird in
einer Vielzahl humaner Adenokarzinome beobachtet (Slamon et al., 1987) und korreliert mit einer
schlechten Prognose für den Patienten (Hynes und Stern, 1994).
Als proapoptotische Effektoren für die selektive Induktion von Apoptose in Tumorzellen wurden
die Serinprotease cytotoxischer Lymphocyten Granzym B (GrB) sowie das Flavoprotein „apoptosis
inducing factor“ (AIF) eingesetzt.
GrB ist das einzige bisher bekannte Enzym, das die Substratspezifität der Caspasen teilt und durch
Spaltung von Caspasen und Caspasensubstraten das apoptotische Zelltodprogramm an verschiedenen
Punkten initiieren kann. Die meisten Regulationsmechanismen, die in Tumorzellen dysreguliert sind,
wirken in apoptotischen Signalwegen oberhalb von GrB. Das Einschleusen dieser Protease in Form
tumorzellspezifischer  Fusionsproteine  könnte  so  einen  möglichen  Ansatz  darstellen,  um  in  diesen
Tumorzellen Apoptose zu induzieren. In Abschnitt 3.1 sind nicht-kovalent verbundene Komplexe aus
Zellbindungsdomäne  und  GrB  dargestellt.  Die  Konstruktion,  eukaryotische  Expression  sowie  die3 Ergebnisse
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funktionelle Charakterisierung von GrB Fusionsproteinen ist im Abschnitt 3.2 beschrieben.
Da gerade bei der Verwendung eukaryotischer Expressionssysteme die erzielbaren Ausbeuten bei
der Expression rekombinanter Proteine begrenzt sind, die Generierung relativ großer Proteinmengen die
funktionelle Charakterisierung der GrB Fusionsproteine aber erleichtert, wurde in dieser Arbeit zudem ein
System etabliert, das eine generelle Ausbeutesteigerung von heterolog exprimierten Proteinen in Pichia
pastoris zuläßt und sich für einen vielfältigen Einsatz bei der Expressionsoptimierung rekombinanter
Proteine in Hefe eignen könnte (vgl. 3.3).
Als alternativer Effektor zur selektiven Apoptoseinduktion in Tumorzellen wurde in dieser Arbeit
das Flavoprotein AIF eingesetzt, das nach gegenwärtigen Kenntnisstand unabhängig von Caspasen
Apoptose  induzieren  kann.  Die  Ableitung  von  AIF  Fusionsproteinen  und  deren  funktionale
Charakterisierung ist im Abschnitt 3.4 beschrieben.
3.1 SA-5 als zellspezifisches Trägerprotein zum selektiven Einschleusen biotinylierter
proapoptotischer Proteine in Tumorzellen
Proteine, die aus einer proapoptotischen Effektordomäne und einer Zellbindungsdomäne mit Spezifität
für tumorassoziierte Antigene bestehen, repräsentieren eine Klasse neuartiger potentiell therapeutisch
einsetzbarer Moleküle zur selektiven und effektiven Eliminierung von Tumorzellen. Die Herstellung
solch bifunktionaler Proteine ist jedoch häufig schwierig und sehr zeitintensiv, da beide Proteindomänen
unabhängig voneinander agieren müssen und sich bei der Proteinfaltung nicht gegenseitig beeinflussen
dürfen. Daneben ist der biologische Effekt von eingeschleusten proapoptotischen Proteindomänen auf die
Tumorzelle nicht eindeutig vorhersehbar, da apoptotische Proteine in komplexen Signalkaskaden wirken,
die noch nicht vollständig aufgeklärt sind. Zudem ist die Dysregulation dieser Signalkaskaden in Tumor-
zellen eine Grundvoraussetzung für die maligne Transformation.
Ein Protein mit hoher Affinität für ein tumorassoziiertes Antigen auf der einen Seite und Affinität
für  verschiedene  potentiell  cytotoxische  Proteine  auf  der  anderen  könnte  die  Entwicklung  solcher
bifunktionaler Fusionsproteine erleichtern.
In  dieser  Arbeit  wurde  hierzu  ein  Fusionsprotein  bestehend  aus  dem  ErbB2  spezifischen
scFv(FRP5) und core-Streptavidin (SA) konstruiert. Streptavidin ist ein tetrameres Protein, welches von
Streptomyces  avidinii produziert wird und D-Biotin mit extrem hoher Affinität bindet (KD=10
-14 M)
(Green, 1990).  Das  hier  verwendete  core-Streptavidin  ist  eine  verkürzte  Variante  von  Streptavidin
(Aminosäuren 13-125), welche die gleiche Affinität zu Biotin aufweist, wie das vollständige Protein. Ein
Fusionsprotein  bestehend  aus  scFv(FRP5)  und  SA  sollte  die  spezifische  und  aufgrund  der  hohen
Bindungsstärke  nahezu  irreversible  Kopplung  des  scFv(FRP5)  an  jedes  biotinylierte  Biomolekül
vermitteln und so das spezifische Einschleusen dieses Proteins in Zielzellen erlauben (Abb. 2.1).3 Ergebnisse
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Abb. 2.1  Ein tumorzellspezifisches Trägerprotein bestehend aus einer Zellbindungsdomäne und SA (links) sollte die Kopplung
biotinylierter  Effektormoleküle  (rechts)  erlauben  und  diese  so  mit  Spezifität  für  Tumorzellen  ausstatten.  Vereinfacht  ist  das
Fusionsprotein hier in monomerer Form und nicht als Tetramer dargestellt.
3.1.1 Konstruktion, Expression, Reinigung und Renaturierung von SA-5
Bisher in der Literatur beschriebene Fusionsproteine, die aus einem scFv Antikörperfragment und SA
bestehen, enthalten das Antikörperfragment am N-Terminus gefolgt von einer C-terminalen SA-Domäne
(Cheung et al., 2004; Kipriyanov et al., 1995; Pearce et al., 1997; Schmiedl et al., 2000; Schultz et al.,
2000). In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls Fusionsproteine mit dieser Domänenorientierung
exprimiert. Die Löslichkeit dieser Proteine sowie die funktionelle Aktivität der einzelnen Proteindomänen
war allerdings gering (Daten nicht gezeigt). Durch Austausch der beiden Proteindomänen konnte dagegen
die Ausbeute an löslichem Protein erheblich gesteigert werden. Das optimierte Fusionskonstrukt, das zur
Expression von SA-5 in Escherichia coli verwendet wurde, ist schematisch in Abb. 2.2 A gezeigt. Es
enthält  die  SA-domäne  am  N-Terminus  und  scFv(FRP5)  am  C-Terminus. Zur Konstruktion dieses
Fusionsproteins wurden DNA-Sequenzen, die für SA und scFv(FRP5) kodieren, in das bereits etablierte
Vektorsystem pSW5 kloniert (Rohrbach et al., 2000).
Die cDNA von SA wurde als BamHI/BamHI Fragment aus dem Plasmid pSTE2 (Schmiedl et al.,
2000) erhalten („plasmid for streptavidin tagged expression 2”) und in die BamHI Schnittstelle des Plas-
mids pBIIKS (Stratagene) eingesetzt. Das resultierende Plasmid pBIIKS-SA wurde mit SalI und XbaI
verdaut und das so erhaltene SA Fragment in die kompatiblen SalI und AvrII Restriktionsschnittstellen
von pSW5 eingefügt. Das resultierende bakterielle Expressionsplasmid pSW5-SA enthält die cDNA von
SA gefolgt von einem Oligonukleotid, das für ein Epitop des monoklonalen Antikörpers 9E10 (Myc-tag)
und einen Hexahistidin-tag kodiert. Die DNA, die für scFv(FRP5) gefolgt von einem weiteren Myc-tag
und einem His-tag kodiert, wurde mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotidprimer
5’NheI-scFv(FRP5) und 3’XhoI-Stop-His und ein Plasmid, welches die Sequenz des scFv(FRP5) gefolgt
von einem Myc- und Hexahistidin-tag enthält (Giesübel, 2003), als „template“ verwendet. Das PCR-
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen NheI und XhoI verdaut und in die entsprechenden Schnitt-
stellen von pSW5-SA eingesetzt. Das resultierende Expressionsplasmid pSW5-SA-scFv(FRP5), das zur
Biotin
B X
biotinylierte Effektorfunktion
scFv(FRP5) Streptavidin
bifunktionaler Komplex
B X
Zellbindungsdomäne3 Ergebnisse
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Expression von SA-5 verwendet wurde, ist schematisch in Abb. 2.2 A gezeigt.
Zur Etablierung geeigneter Bedingungen für die bakterielle Expression von SA-5 wurden E. coli
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL mit dem Expressionsplasmid pSW5-SA-scFv(FRP5) transformiert und wie
im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte für 4 h
bei 37 °C. Mit pSW5-SA-scFv(FRP5) transformierte Bakterien wurden in Gegenwart von 0,1 M Glucose
kultiviert, um den tac-Promotor, der die Expression des Fusionsproteins steuert, zu reprimieren. Diese
Repression  erwies  sich  bei  der  Expression  von  SA  Fusionsproteinen  als  essentiell,  um  in
Expressionskulturen  gute  Wachstumsraten  zu  erlangen  (Daten  nicht  gezeigt).  Vermutlich  sind  SA
enthaltende Proteine aufgrund ihrer hohen Affinität zu Biotin toxisch für die herstellenden Bakterien. Die
Analyse der Expressionskulturen zeigte, daß SA-5 hauptsächlich als unlösliches Protein in Form von
Proteinaggregaten („inclusion bodies“) vorhanden war (Daten nicht gezeigt).
Abb. 2.2  Konstruktion und Expression des bispezifischen Trägerproteins SA-5. (A) Schematische Darstellung des Expressions-
konstrukts zur Expression von SA-5 in E. coli. Das Expressionsplasmid pSW5-SA-scFv(FRP5) kodiert für ein Protein, das aus core-
Streptavidin (SA) und dem ErbB2 spezifischen scFv(FRP5) besteht. Myc- (M) und Hexahistidin-tag (H) dienen der immunologischen Detektion
sowie der Proteinreinigung. (B) Coomassie gefärbtes SDS Gel und Western blot von gereinigtem und renaturiertem SA-5. SA-5 wurde in
E. coli exprimiert, denaturiert, mittels Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt und renaturiert. Die Reinheit des Proteins wurde mittels SDS-
PAGE und anschließender Coomassie-Färbung analysiert (Spur 1). SA-5 wurde vor dem Laden auf das Gel für 10 min bei 50 °C (Spur 2) oder
95 °C (Spur 1+3) in Gegenwart von 1 % SDS und 5 % β-Mercaptoethanol inkubiert. Die Detektion im Western blot (Spur 2+3) erfolgte durch
ein SA spezifisches Antiserum. Banden, die der monomeren bzw. tetrameren Form von SA-5 entsprechen, sind durch Pfeile markiert.
Gesamtzellextrakte von Expressionskulturen wurden denaturiert (8 M Harnstoff) und SA-5 wurde unter
denaturierenden Bedingungen durch Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt. Nach Optimierung der
pSW5-SA-scFv(FRP5)
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Expressionsbedingungen wurden etwa 50 mg gereinigtes Fusionsprotein pro Liter Expressionskultur
erhalten  (Daten  nicht  gezeigt),  die  zur  Renaturierung  eingesetzt  wurden.  Dazu  wurde  der
Renaturierungsansatz auf eine Konzentration kleiner 10 µg/ml verdünnt und wie im Abschnitt Material
und  Methoden  beschrieben  dialysiert  (vgl. 2.2.15).  Unter  optimierten  Renaturierungsbedingungen
konnten etwa 1 mg SA-5 pro Liter Expressionskultur renaturiert werden. Die Reinheit des Fusionsprotein
wurde durch SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung untersucht. Dabei wurde SA-5 in einer
einzelnen Bande angefärbt (Abb. 2.2 B, Spur 1).
Um  zu  überprüfen,  ob  das  SA-5  Fusionsprotein  über  die  SA-Domäne  tetramerisiert,  wurde
gereinigtes und renaturiertes SA-5 in Gegenwart von 1 % SDS und 5 % β-Mercaptoethanol für 10 min bei
50 °C bzw. bei 95 °C erhitzt, im SDS-Gel elektrophoretisch getrennt und im Western blot mit dem mAk
9E10  detektiert.  Aufgrund  der  hohen  Proteinstabilität  liegt  SA  in  Gegenwart  von  1 %  SDS  bei
Temperaturen unter 60 °C als tetrameres Protein vor (Bayer et al., 1989).
In Abb. 2.2 B ist zu erkennen, daß SA-5, welches bei 50 °C inkubiert wurde, in einer Hauptbande
bei 185 kDa detektierbar war und in einer schwächeren Bande bei etwa 50 kDa (Spur 2). Dies weist
darauf hin, daß gereinigtes und renaturiertes SA-5 hauptsächlich in Form eines sehr stabilen tetrameren
Proteins vorlag (berechnete Molekulargewichte: monomere Form: 47 kDa, tetramere Form: 188 kDa).
Inkubation von SA-5 bei 95 °C hingegen führte zur kompletten Denaturierung des Fusionsproteins und so
zur  Dissoziation  des  Tetramers  (Abb. 2.2 B,  Spur 3).  Die  tetramere  Natur  von  SA-5  unter  nativen
Bedingungen  konnte  auch  mittels  analytischer  Gelfiltration  mit  einer  zuvor  geeichten  Superose 6
Gelfiltrationssäule demonstriert werden. Hierbei eluierte das SA-5 Fusionsprotein in einem Hauptpeak,
welcher einem Molekulargewicht von etwa 200 kDa entsprach (Daten nicht gezeigt).
3.1.2 Charakterisierung der Bindungs- und Internalisierungseigenschaften von SA-5
Mit Hilfe der C-terminalen scFv(FRP5) Antikörperdomäne sollte das SA-5 Fusionsprotein spezifisch an
ErbB2 auf der Oberfläche von Zellen binden können und durch rezeptorvermittelte Endocytose in diese
aufgenommen werden. Dadurch sollte das Fusionsprotein auch die Aufnahme biotinylierter Proteine in
Form von SA-5 Komplexen in das Zellinnere ermöglichen.
Die  Funktionalität  der  scFv(FRP5)  Domäne  des  SA-5  Fusionsproteins  wurde  in  durchfluß-
cytometrischen Studien (FACS) mit murinen Renca-lacZ/ErbB2 Nierenkarzinomzellen analysiert. Diese
Zellen  sind  mit  dem  lacZ  Gen  und  mit  humaner  c-erbB2  cDNA  transfiziert.  ErbB2  wird  von
Renca-lacZ/ErbB2 in  großen  Mengen  auf  der  Zelloberfläche  exprimiert.  Da  der  mAk  FRP5  keine
Affinität zu murinem ErbB2 besitzt, eignen sich Renca-lacZ/ErbB2 und parentale Renca-lacZ Zellen als
Modellsystem  für  ErbB2  positive  und  ErbB2  negative,  ansonsten  jedoch  isogene  Tumorzellen  zur
Untersuchung ErbB2 spezifischer Wirkstoffe (Maurer-Gebhard et al., 1999).
Außerdem wurde die Bindung von SA-5 an die Mammakarzinomzellinien MDA-MB 453 und
MDA-MB 468 untersucht. MDA-MB 453 Zellen exprimieren viel ErbB2, wohingegen die Expression
von ErbB2 in MDA-MB 468 Zellen nicht detektierbar ist (Hoffmann et al., 1998). Die Zellinien wurden3 Ergebnisse
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mit SA-5 inkubiert und gebundene Fusionsprotein wurden mit dem mAk 9E10 gefolgt von Phytoerythrin
(PE)-markiertem anti-Maus IgG detektiert.
Abb. 2.3  Analyse der Bindungs- und Internalisierungseigenschaften von SA-5.  (A+B) Bindung  von  SA-5  an  ErbB2  auf  der
Oberfläche von Zellen. Die murinen Nierenkarzinomzellinien Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 (A)  und die Mammakarzinomzellinien
MDA-MB 453 und MDA-MB 468 (B) wurden in durchflußcytometrischen Studien verwendet, um die Bindung von SA-5 an ErbB2 auf der Zell-
oberfläche  zu  untersuchen.  Gebundene  Proteine  wurden  mit  dem  mAk  9E10  und  PE-konjugiertem  Zweitantikörper  detektiert.
(C) Internalisierung von SA-5 in ErbB2 exprimierende Zellen. Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen wurden auf Objektträgern kultiviert
und für 1 h bei 4 °C (d) oder bei 37 °C (a-c, f) mit SA-5 inkubiert. Zellen, die ohne Protein behandelt waren, dienten der Kontrolle (e). Die Zellen
wurden gewaschen und für weitere 2 h (b+f) oder 3 h (c) bei 37 °C kultiviert. Die angegebenen Zeiten sind Gesamtinkubationszeiten. Nach
diesen Zeiträumen wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, und gebundenes oder internalisiertes SA-5 wurde mit dem mAk 9E10 und
Alexa488-gekoppeltem Zweitantikörper detektiert. Die Analyse der Präparate erfolgte durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie.
Wie in Abb. 2.3 A+B dargestellt, band SA-5 selektiv an die ErbB2 exprimierenden Renca-lacZ/ErbB2
(A) und MDA-MB 453 (B) Zellen. Bindung an ErbB2 negative Renca-lacZ (A) und MDA-MB 468 (B)
Zellen  wurde  hingegen  nicht  beobachtet.  Fusionsproteine,  die  scFv(FRP5)  als  tumorzellspezifische
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Bindungsdomäne enthalten, werden nach Bindung an ErbB2 durch rezeptorvermittelte Endocytose in
ErbB2 exprimierende Zellen aufgenommen (Uherek et al., 1998; Wels et al., 2004). Um zu untersuchen,
ob auch SA-5 in ErbB2 exprimierende Zellen aufgenommen wird, was eine Grundvoraussetzung für die
Funktionalität eines solchen Trägerproteins ist, wurden Renca-lacZ/ErbB2 Zellen für 1 h mit SA-5
inkubiert, gewaschen und für weitere 2 bis 3 h bei 37 °C kultiviert (Abb. 2.3 C). Zur Analyse der Zell-
bindung wurden die Zellen für 1 h bei 4 °C in Gegenwart von SA-5 inkubiert (Abb. 2.3 C, Bild d). Die
Zellen wurden nach den angegebenen Zeiträumen fixiert und permeabilisiert, und gebundenes bzw.
aufgenommenes SA-5 wurde mit dem mAk 9E10 und Alexa488-konjugiertem anti-Maus IgG detektiert.
Wie in Abb. 2.3 C gezeigt, konnte SA-5 nach 3 h in ErbB2 exprimierenden Renca-lacZ/ErbB2
Zellen detektiert werden (Bild b). Oberflächenfärbung, wie nach Inkubation bei 4 °C (Bild d), war nach
3 h bei 37 °C nicht vorhanden, was auf eine vollständige Aufnahme von SA-5 in ErbB2 exprimierende
Zellen hinweist. Eine Aufnahme in ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen wurde hingegen nicht detektiert
(Abb. 3 C, Bild f).
Abb. 2.4  Bindung von SA-5 an ErbB2 und Biotin. (A) Schematische Darstellung des verwendeten Bindungstests. Die Bindungs-
eigenschaften von SA-5 wurden in einem ELISA-ähnlichen Verfahren analysiert. Dazu wurde ErbB21-222, welches das Epitop des mAk FRP5
enthält, auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert und mit den in (B) angegebenen SA-5 Konzentrationen inkubiert. An ErbB2 gebundenes
Fusionsprotein wurde mit einer Biotin-konjugierten Alkalischen Phosphatase (AP) detektiert (A-C). (C) Spezifität der Bindungen. Zur Analyse
der Spezifität der Interaktionen wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt. Zur Kompetition der Bindung von SA-5 an ErbB2 wurde
rekombinantes ErbB21-222 mit dem parentalen mAk FRP5 (24 nM) vorinkubiert. Zur Kompetition der Bindung von SA-5 an die biotinylierte AP
wurde SA-5 mit Biotin vorinkubiert.
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Neben der Affinität zu ErbB2 sollte SA-5 auch Spezifität für Biotin sowie für biotinylierte Proteine
aufweisen. Um die simultane Bindung von SA-5 an ErbB2 und an Biotin zu untersuchen, wurde ein
ELISA-ähnlicher Bindungstest etabliert. Dazu wurde ein N-terminales Fragment des humanen ErbB2
(ErbB21-222), welches das Epitop des mAk FRP5 enthält (Gerstmayer et al., 1997), als rekombinantes
Protein in der Hefe Pichia pastoris exprimiert, auf 96 well Platten immobilisiert und mit ansteigenden
Konzentrationen an SA-5 inkubiert. An ErbB2 gebundenes Fusionsprotein wurde mit Hilfe einer Biotin-
konjugierten Alkalischen Phosphatase (AP) und Messung ihrer enzymatischen Aktivität im NBT/BCIP
System detektiert (Abb. 2.4). Die Daten des Bindungstests (Abb. 2.4 B) zeigen, daß SA-5 simultan an
ErbB2 und an die biotinylierte AP binden kann und somit ein bispezifisches Protein darstellt. Zur
Bestätigung der Spezifität der Bindungen wurde der mAK FRP5 verwendet, um die Bindung des SA-5
Fusionsproteins an ErbB21-222 zu kompetieren. Dazu wurde immobilisiertes ErbB2 mit FRP5 vorinkubiert.
Zur Kompetition der Bindung von SA-5 an die biotinylierte AP wurde SA-5 mit Biotin vorinkubiert. Wie
in Abb. 2.4 C gezeigt, konnte sowohl die Bindung von SA-5 an ErbB2 als auch die Bindung von SA-5 an
die biotinylierte AP durch Vorinkubation mit den beiden Kompetitoren signifikant reduziert werden.
3.1.3 SA-5 vermittelte Aufnahme von bEGFP in ErbB2 exprimierende Zellen
Neben der spezifischen Bindung von SA-5 an ErbB2 auf der Zelloberfläche sowie der Bindung an
biotinylierte Proteine war es wichtig zu untersuchen, ob SA-5 in der Lage ist, biotinylierte Proteine
spezifisch in ErbB2 exprimierende Zellen einzuschleusen. Hierzu wurde eine biotinylierte Variante des
„enhanced green  fluorescent protein” (EGFP) eingesetzt (Abb. 2.5 A). Ein His-tag enthaltendes re-
kombinantes EGFP wurde in E. coli nach Transformation mit dem Expressionsplasmid pSW5-EGFP
exprimiert,  durch  Ni
2+-Affinitätschromatographie unter  denaturierenden  Bedingungen  gereinigt  und
renaturiert (Rohrbach, unveröffentlicht). Die Biotinylierung erfolgte mit Hilfe des Reagenz Sulfo-NHS-
Biotin (Sulfosuccinimidobiotin, Pierce). Dieser Ester reagiert mit primären Aminen an exponierten Lysin-
Seitenketten oder am N-Terminus von Polypeptidketten durch nukleophilen Angriff. Die nukleophilen
Substitutionen führen zur kovalenten Amidbindung von Biotin-Molekülen an Proteine. Überschüssiges
Reagenz wurde durch Dialyse gegen PBS sowie gegen Avidin enthaltendes PBS entfernt. Dieser Schritt
erschien essentiell, da verbleibendes Sulfo-NHS-Biotin bei der späteren Kopplung des biotinylierten
EGFP an SA-5 als Kompetitor fungieren würde.
Die  durch  SA-5  vermittelte  Bindung  von  bEGFP  an  ErbB2  auf  der  Zelloberfläche  von
MDA-MB 453 Zellen wurde per Durchflußcytometrie analysiert. Dazu wurden die Zellen mit SA-5 und
der biotinylierten oder der nicht-biotinylierten Variante des EGFP inkubiert. Gebundene Proteinkomplexe
wurden durch Anregung und Messung der Fluoreszenz des EGFP detektiert. Wie in Abb. 2.5 B dar-
gestellt, band die biotinylierte Variante des EGFP (bEGFP) vermittelt durch das SA-5 Fusionsprotein
spezifisch an die Oberfläche der ErbB2 exprimierenden Zellen. Bei Verwendung der nicht-biotinylierten
Variante des EGFP war keine Fluoreszenz auf der Zelloberfläche detektierbar (Abb. 2.5 B). Zur Kontrolle
wurden auch ErbB2 negative MD-MB 468 Zellen mit SA-5/bEGFP Komplexen inkubiert. In diesem Fall3 Ergebnisse
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konnte  keine  Bindung  detektiert  werden  (Daten  nicht  gezeigt).  Zur  Analyse  der  SA-5 vermittelten
Aufnahme von bEGFP in ErbB2 exprimierende Zellen wurden zunächst SA-5/bEGFP Komplexe durch
Inkubation der beiden Proteinkomponenten im molaren Verhältnis von 1:8 hergestellt und anschließend
Renca-lacZ/ErbB2 sowie Renca-lacZ Zellen mit diesen Komplexen behandelt. Dazu wurden die Zellen
auf Objektträgern ausgesät, für 1 h mit SA-5/EGFP inkubiert, gewaschen und für weitere 2 h bei 37 °C
kultiviert (Abb. 2.5 C, Bild b+c+e). Zur Analyse der Zellbindung wurden die Zellen für 1 h bei 4 °C in
Gegenwart von SA-5/Komplexen inkubiert (Abb. 2.5 C, Bild a+d).
Abb. 2.5  Charakterisierung von SA-5/bEGFP-Komplexen. Die grundsätzliche Fähigkeit von SA-5, als tumorzellspezifisches Trägerprotein
für biotinylierte Proteine zu agieren, wurde mit Hilfe einer biotinylierten Variante des EGFP analysiert (A). (B) Bindung von SA-5/bEGFP
Komplexen an ErbB2 exprimierende Zellen. MDA-MB 453 Zellen wurden mit SA-5 und der biotinylierten bzw. nicht-biotinylierten Variante
des EGFP inkubiert, und die Fluoreszenz des gebundenen EGFP wurde durchflußcytometrisch gemessen. (C) Zelluläre Aufnahme von
SA-5/bEGFP Komplexen. Renca-lacZ (d+e) und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen (a-c) wurden auf Objektträgern kultiviert und für 1 h bei 4 °C (a+d)
oder bei 37 °C (b+c) in Gegenwart von SA-5/bEGFP Komplexen oder nur mit bEGFP (c) inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und für
weitere  2 h  bei  37 °C  inkubiert  (b+c+e).  Die  in  der  Abbildung  angegebenen  Zeiten  sind  Gesamtinkubationszeiten. Lokalisation  von
gebundenem oder internalisiertem EGFP wurde durch Detektion des EGFP mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops analysiert.
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Wie in Abb. 2.5 C, Bild b dargestellt, konnte bEGFP nach 3 h im Cytoplasma der ErbB2-exprimierenden
Zellen detektiert werden. Dies weist darauf hin, daß SA-5/bEGFP Komplexe mit vergleichbarer Kinetik
in Zellen aufgenommen wurden wie unkomplexiertes SA-5 Fusionsprotein (vgl. Abb. 2.3 C, Bild b). Eine
Aufnahme  von  bEGFP  ohne  SA-5 vermittelte Bindung konnte dagegen ausgeschlossen werden, da
Renca-lacZ/ErbB2 Zellen, die nur mit bEGFP inkubiert wurden, keine intrazelluläre Färbung zeigten
(Abb. 2.5 C, Bild c). Bindung  von  SA-5/bEGFP  Komplexen  (Abb. 2.5 C,  Bild d)  an  und  Aufnahme
(Abb. 2.5 C, Bild e) in ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen konnte nicht detektiert werden. Dies zeigt, daß
die Aufnahme von SA-5/bEGFP Komplexen von der Präsenz des Zielrezeptors ErbB2 abhing.
3.1.4 Cytotoxische Aktivität von SA-5/bETA42 Komplexen gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen
In den vorherigen Abschnitten wurde gezeigt, daß SA-5 ein bispezifisches tetrameres Protein ist, das
Affinität zu ErbB2 sowie zu Biotin bzw. zu Biotin-konjugierten Proteinen besitzt. Das Fusionsprotein
wird innerhalb von 3 h vollständig in ErbB2 exprimierende Zellen aufgenommen. Eine biotinylierte
Variante des EGFP (bEGFP) konnte innerhalb des gleichen Zeitraumes durch Komplexierung mit SA-5
spezifisch in ErbB2 exprimierende Zellen eingeschleust werden.
Um  zu  prüfen,  ob  SA-5 verwendet werden kann, um solche biotinylierte Proteine in Zellen
einzuschleusen, die im Inneren der Zelle einen cytotoxischen Effekt ausüben, wurde eine biotinylierte
Variante von verkürztem Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA42) hergestellt (Abb. 2.6 A).
Im Gegensatz zum vollständigen Exotoxin A, das aus drei funktionellen Domänen besteht, die für
Zellbindung  (Domäne I),  Translokation  aus  dem  Endosom  ins  Cytosol  (Domäne II)  sowie  die
cytotoxische  Aktivität  verantwortlich  sind  (Domäne III,  katalytische  Domäne),  enthält  die  hier
verwendete verkürzte ETA-Variante lediglich die Domänen II und III. Die Zellbindungsdomäne, die für
die Bindung an den α2-Makroglobulinrezeptor verantwortlich ist, fehlt in dem verwendeten Konstrukt.
Die Wirkungsweise von Exotoxin A ist in Abschnitt 3.4.1 beschrieben. Fusionsproteine, die aus einem
scFv Antikörper und dieser verkürzten Variante des Exotoxin A bestehen, zeigen hohe und selektive
cytotoxische Aktivität gegenüber Zielzellen. In dieser Arbeit wurde biotinyliertes ETA42 verwendet
(bETA42),  um  die  zu  erwartende  cytotoxische  Aktivität  von  SA-5, komplexiert mit biotinylierten
Effektoren, anhand einer bereits etablierten toxischen Domäne zu untersuchen. Die Expression von
ETA42 in E. coli wurde zuvor beschrieben (Zimmermann et al., 1997), hier jedoch in leicht modifizierter
Form durchgeführt.  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, die mit dem Plasmid pSW202 transformiert waren,
wurden in Expressionskulturen für 2 h bei 37 °C induziert. Die Bakterien wurden aufgeschlossen, ETA42
durch  Ni
2+-Affinitätschromatographie  unter  denaturierenden  Bedingungen  gereinigt  und  renaturiert.
Gereinigtes und renaturiertes ETA42 wurde durch SDS-PAGE und anschließende Coomassie-Färbung
analysiert (Abb. 2.6 B). Die Biotinylierung von ETA42 erfolgte mit dem Reagenz Sulfo-NHS-Biotin und
wurde mittels SDS-PAGE und anschließendem Western blot überprüft. Hierbei konnte bETA42 mit einer
SA-konjugierten Alkalischen Phosphatase detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Die Affinität von
nativem bETA42 zu SA wurde in einem Bindungstest mit SA beschichteten Mikrotiterplatten bestätigt.3 Ergebnisse
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Diese Bindung war mit Biotin kompetierbar (Daten nicht gezeigt).
Abb. 2.6  Charakterisierung von SA-5/bETA42  Komplexen. (A) Expression von verkürztem Exotoxin A. P. aeruginosa Exotoxin A
wurde als rekombinantes Protein in E. coli exprimiert. Hierzu wurde das bereits beschriebene Expressionskonstrukt pSW202 eingesetzt
(Zimmermann et al., 1997). Dieses bakterielle Expressionsplasmid kodiert für ein Protein bestehend aus dem N-terminalen ompA Periplasma-
Sekretionssignal (SP), das Epitop des mAk M2 (FLAG-tag, F) und einen Hexahistidin-tag (H) fusioniert mit verkürztem Exotoxin A (Amino-
säuren 252-613, ETA42). (B) Coomassie gefärbtes SDS Gel von gereinigtem ETA42. ETA42 wurde in E. coli exprimiert, denaturiert, durch
Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt, renaturiert und biotinyliert. (C) SA-5 vermittelte Bindung von bETA42 an ErbB2-exprimierende
Zellen. Renca-lacZ Zellen und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen wurden in FACS Experimenten verwendet, um die Bindung von SA-5/bETA42
Komplexen an ErbB2 auf der Zelloberfläche zu analysieren (oberes Histogramm). Gebundene Proteine wurden mit dem mAk M2 und PE-
konjugiertem Zweitantikörper detektiert. Renca-lacZ/ErbB2 Zellen wurden mit SA-5 und der biotinylierten bzw. nicht-biotinylierten Variante des
ETA42  inkubiert  (unteres  Diagramm).  (D) Cytotoxische  Aktivität  von  SA-5/bETA42  Komplexen.  Die  cytotoxische  Aktivität  von
SA-5/bETA42 Komplexen gegenüber Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen wurde in MTT-Assays analysiert. Die Zellen wurden in
Mikrotiterplatten ausgesät und mit 5,3 nM SA-5 und 24 nM bETA42 inkubiert. Der Anteil überlebender Zellen wurde nach 48 h bestimmt.
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Die Spezifität von SA-5/bETA42 Komplexen für ErbB2 wurde in durchflußcytometrischen Studien mit
Renca-lacZ/ErbB2 als ErbB2 positive und Renca-lacZ als ErbB2 negative Zellen untersucht (Abb. 2.6 C).
Zellgebundene Proteinkomplexe wurden mit dem mAk M2 und PE-konjugiertem Ziege anti-Maus IgG
gefärbt. Hierbei konnte eine SA-5 vermittelte Bindung von bETA42 an ErbB2 exprimierende Renca-
lacZ/ErbB2 Zellen beobachtet werden. Bindung an ErbB2 negative Renca-lacZ Zelle wurde dagegen
nicht detektiert (Abb. 2.6 C, oberes Histogramm). Ebenso war keine SA-5 vermittelte Bindung des nicht
biotinylierten  Derivats  von  ETA42  an  ErbB2  positive  Zellen  detektierbar  (Abb. 2.6 C,  unteres
Histogramm). Diese Daten zeigen, daß die Bindung von bETA42 an ErbB2 exprimierende Zellen von
SA-5  und  der  Präsenz  des  Zielrezeptors  ErbB2  auf  der  Zelloberfläche  sowie  von  der  SA/Biotin
Interaktion zwischen beiden Proteinen abhängt.
Die cytotoxische Aktivität von SA-5/bETA42 Komplexen gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen
wurde in MTT-Cytotoxizitätsassays untersucht (vgl. Abschnitt 2.2.23). Dazu wurden ErbB2 positive
Renca-lacZ/ErbB2 und ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen in Gegenwart von SA-5/bETA42 Komplexen
kultiviert. Die verwendeten Proteinkonzentrationen betrugen 5,3 nM SA-5  und  24 nM  bETA42.  Die
Überlebensrate relativ zu unbehandelten Zellen wurde nach 48 Stunden durch Zugabe von MTT und
Messung der Absorption bei 590 nm bestimmt. Wie in Abb. 2.6 C dargestellt, übten SA-5/bETA42
Komplexe einen selektiven cytotoxischen Effekt auf ErbB2 exprimierende Renca-lacZ/ErbB2 Zellen aus.
ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen hingegen zeigen keine Sensitivität gegenüber den Proteinkomplexen.
Die  selektive  cytotoxische  Aktivität  von  SA-5/bETA42  Komplexen  gegenüber  ErbB2
exprimierenden Zellen läßt darauf schließen, daß die katalytische Domäne von bETA42 Ihren Wirkort im
Zellinneren erreicht hat. Im Cytosol von Zellen vermittelt die katalytische Domäne von Exotoxin A die
ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors 2. Dies führt zur Inhibition der Proteinbiosynthese und so zur
Induktion von Apoptose (Thorburn et al., 2004). Die erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin, daß
sowohl die Aufnahme von bETA42 in die Zielzelle, als auch die Translokation der katalytischen Domäne
des Exotoxin A in das Cytosol stattgefunden hat. Die hohe cytotoxische Aktivität des ErbB2 spezifischen
Fusionsproteins scFv(FRP5)-ETA (vgl. 1.5.3), welches einen IC50 Wert von 5-6 ng/ml (ca. 0,075 nM)
gegenüber  Renca-lacZ/ErbB2  Zellen  aufweist  (Azemar  et  al.,  2003),  konnte  mit  SA-5/bETA42
Komplexen  jedoch  nicht  erreicht  werden.  Dies  bedeutet  wahrscheinlich,  daß  die  SA-5 vermittelte
Aufnahme  von  bETA42  in  ErbB2  exprimierende  Zellen  und  die  anschließende  Translokation  der
katalytischen  Domäne  des  ETA42  nur  zu  einem  gewissen  Anteil  und  nicht  so  effizient  wie  im
Fusionsprotein erfolgt. Hierauf wird in der Diskussion weiter eingegangen.
3.1.5 Cytotoxische Aktivität von SA-5/bGrB Komplexen gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen
Wie im Abschnitt 1.5.3 beschrieben, induzieren bakterielle Toxine wie Exotoxin A oder Diphtherietoxin
durch  Inhibition  der  Proteinbiosynthese  auf  indirekte  Weise  Apoptose.  Dies  führt  letztendlich  zur
Aktivierung von Caspasen und zur Ausbildung des apoptotischen Phänotyps. Die Serinprotease GrB
induziert Apoptose dagegen durch direkte Aktivierung von Caspasen. Um zu untersuchen, ob sich durch3 Ergebnisse
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Einschleusen  von  GrB  in  ErbB2  exprimierende  Zellen  direkt  Apoptose  auslösen  läßt,  wurde  eine
biotinylierte Variante dieses Enzyms abgeleitet.
Im Gegensatz zum zuvor verwendeten Exotoxin A enthält GrB jedoch keine Translokations-
domäne, die die Freisetzung des Enzyms vom endosomalen Kompartiment in das Cytosol bewirken kann.
Sehr wahrscheinlich ist diese Translokation jedoch erforderlich, um GrB Zugang zu den zellulären
Substraten zu verschaffen. Unter natürlichen Bedingungen wird GrB nach Freisetzung von cytotoxischen
Lymphocyten und Aufnahme in Zielzellen mit Hilfe des porenbildenden Proteins Perforin in das Cytosol
freigesetzt.  Als  Perforinersatz  wurde  in  dieser  Arbeit  das  endosomolytische  Reagenz  Chloroquin
eingesetzt. Chloroquin akkumuliert im sauren Kompartiment der Zelle (späte Endosomen, Lysosomen)
und stört hier als schwache Base das pH Gleichgewicht, woraus das osmotisches Anschwellen dieses
Kompartiments und schließlich der Kollaps der endosomalen Membran resultiert. Hierbei wird der Inhalt
dieser Vesikel in das Cytosol freigesetzt (Cotten et al., 1990; Zenke et al., 1990).
Das in dieser Arbeit verwendete rekombinante GrB wurde von Dr. Ulrike Giesübel zur Verfügung
gestellt (Giesübel, 2003). Die hier gezeigten Daten bezüglich der Expression und Reinigung dienen
lediglich dem Verständnis der im folgenden beschriebenen Experimente zur Aufnahme von SA-5/bGrB
Komplexen in ErbB2 exprimierende Zellen.
Die Expression des Enzyms erfolgte in der Hefe Pichia  pastoris, die zur Herstellung großer
Mengen  an  enzymatisch  aktivem  GrB  geeignet  ist  (Giesübel, 2003).  Das  eingesetzte  Expressions-
konstrukt pPIC9-GrB ist in Abb. 2.7 A gezeigt. Das Protein wurde in der Hefe Pichia pastoris exprimiert,
durch  Ni
2+-Affinitätschromatographie aus Hefekulturüberständen gereinigt und gegen PBS dialysiert.
(Details zum verwendeten Expressionskonstrukt, sowie zur Expression von GrB und GrB Fusions-
proteinen sind in Abschnitt 3.2.1 beschrieben). Gereinigtes GrB wurde mit Sulfo-NHS-Biotin biotinyliert
und anschließend gegen PBS sowie Avidin enthaltendem PBS dialysiert. Die Biotinylierung wurde
mittels SDS-PAGE und anschließendem Western blot mit SA-konjugierter Alkalischer Phosphatase über-
prüft (Abb. 2.7 B, Spur 2+3). Nicht biotinyliertes GrB, das hier als Kontrollprotein eingesetzt wurde,
konnte erwartungsgemäß nicht detektiert werden (Abb. 2.7 B, Spur 1). In der Hefe exprimiertes GrB ist
enzymatisch aktiv und spaltet eine rekombinante Form der Procaspase-3 (Giesübel, 2003). Um zu prüfen,
ob die Biotinylierung zu einem Verlust der enzymatischen Aktivität führte, wurde bGrB in einem
Caspase-3  Spaltexperiment im Vergleich zu nicht-biotinyliertem GrB eingesetzt. Wie in Abb. 2.7 C
gezeigt, sind beide Proteinpräparationen vergleichbar aktiv und führen bereits bei einer Konzentration
von 1,25 µg/ml zur fast vollständigen Spaltung der Caspase-3 (Abb. 2.7 C, Spur 2 und 6). Daneben wurde
untersucht, ob bGrB auch nach Bindung an SA weiterhin enzymatisch aktiv bleibt. Dazu wurde ein
Bindungstest mit SA beschichteten Mikrotiterplatten durchgeführt. Die Platten wurden mit GrB bzw.
bGrB inkubiert. Ungebundenes Protein wurde durch Waschen entfernt. Die Aktivität von gebundenem
bGrB wurde durch Zugabe des colorimetrischen, GrB spezifischen Peptidsubstrats Ac-IETD-pNA und
Messung der Farbentwicklung nachgewiesen (Abb. 2.7 D). Während GrB nicht an SA band, wurde bGrB
durch Bindung an SA auf der Platte immobilisiert und führte so zur Spaltung des Peptidsubstrats.3 Ergebnisse
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Abb. 2.7  Charakterisierung von biotinyliertem GrB. (A) Schematische Darstellung des Expressionskonstrukts zur Expression von
GrB in der Hefe Pichia pastoris. Der Vektor pPIC9-GrB kodiert für das α-Faktor Sekretionssignal fusioniert mit reifem GrB (AS 21-247).
Während der Sekretion wird das Signalpeptid durch die Pichia Protease KEX2 abgespalten, wodurch der N-Terminus der reifen Protease
entsteht (vgl. Abschnitt 3.2.1). (B) Analyse der Biotinylierung von bGrB. GrB und bGrB wurden im Western blot mit einer SA-konjugierten
Alkalischen Phosphatase (SA-AP) detektiert. Auf das Gel wurden 500 ng nicht-biotinyliertes GrB (Spur 1) sowie 50 und 250 ng biotinyliertes
GrB (bGrB; Spuren 2+3) aufgetragen. (C) Enzymatische Aktivität von bGrB. Rekombinante Procaspase-3 diente als Substrat zur Analyse
der enzymatischen Aktivität von GrB und bGrB. Procaspase-3 wurde als rekombinantes Protein in E. coli exprimiert (Giesübel, 2003). Am
C-Terminus erlaubt ein Epitop-tag die immunologische Detektion mit mAk SWA11. Ansätze enthielten 2,5 µg/ml Procaspase-3 und GrB oder
bGrB in unterschiedlichen Konzentrationen (0,5, 5, 50, 250 ng bGrB in Spuren 2-5; 0,5, 5, 50 ng GrB in Spuren 6-8; Spuren 1, 9: Procaspase-3
ohne GrB). Die Ansätze wurden bei 37 °C über Nacht inkubiert und Prozessierung der Caspase-3 im Western blot mit dem mAk SWA11
analysiert. (D) Enzymatische Aktivität von bGrB nach Bindung an SA. SA-beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit bGrB oder GrB
inkubiert. Ungebundenes Protein wurde durch Waschen entfernt, und Peptidspaltungsreaktionen wurden durch Zugabe des colorimetrischen
GrB spezifischen Peptidsubstrats Ac-IETD-pNA initiiert. Die Reaktionen wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert und durch Messung der
Absorption bei 405 und 490 nm analysiert.
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Zur Analyse der cytotoxischen Aktivität von SA-5/bGrB Komplexen wurden MTT-Assays durchgeführt.
Die Fähigkeit dieser Komplexe, Apoptose zu induzieren, setzt die Aufnahme von GrB in den endo-
somalen Weg, sowie die Translokation aus diesem Kompartiment in das Cytosol voraus. Hier sollte dann
die Spaltung und Aktivierung endogener Caspasen sowie die Spaltung anderer zellulärer Substrate zur
Induktion von Apoptose führen. Um in Form von SA-5/bGrB Komplexen internalisiertem GrB den
Zugang zum Cytosol zu ermöglichen, wurden Zellen mit SA-5/bGrB in Gegenwart des endosomo-
lytischen Reagenz Chloroquin behandelt.
Abb. 2.8  Cytotoxische Aktivität von SA-5/bGrB Komplexen. (A-D) MTT-Cytotoxizitätsassays. Die Zielzellen wurden mit 5,3 nM SA-5 und
bGrB in den angegebenen Konzentrationen in Gegenwart von Chloroquin kultiviert. Nach 14 h wurde die Überlebensrate durch Zugabe von
MTT bestimmt. (A) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 wurden mit SA-5/bGrB Komplexen in Gegenwart von 100 µM Chloroquin behandelt.
(B) Die ErbB2 positiven bzw. negativen Mammakarzinomzellinien MDA-MB 453 und MDA-MB 468 wurden in Gegenwart von SA-5/bGrB
Komplexen und 50 µM Chloroquin kultiviert. (C+D) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen (C) oder MDA-MB 453 und MDA-MB 468 Zellen
(D) wurden wie angegeben mit 5,3 nM SA-5 und 25 nM bGrB oder mit einer Kombination beider Proteine in Gegenwart oder Abwesenheit von
Chloroquin behandelt.
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ErbB2  negativen  Renca-lacZ  Zellen  sowie  gegenüber  ErbB2  positiven  MDA-MB 453  und  ErbB2
negativen  MDA-MB 468  Mammakarzinomzellen  untersucht.  Die  Zellen  wurden  mit  den
Proteinkomplexen in Gegenwart von Chloroquin für 14 h kultiviert, bevor die Überlebensrate analysiert
wurde. Dabei wurde eine spezifische cytotoxische Aktivität der SA-5/bGrB Komplexe gegenüber ErbB2
exprimierenden Renca-lacZ/ErbB2 Zellen in Gegenwart von Chloroquin detektiert (Abb. 2.8 A).
Bei einer GrB Konzentration von 25 nM starben in Gegenwart von Chloroquin innerhalb von 14 h
etwa 80 % der ErbB2 exprimierenden Zellen. Im Gegensatz hierzu zeigte die ErbB2 negative Zellinie
Renca-lacZ  nur  geringe  Sensitivität  gegenüber  den  Proteinkomplexen  (Abb. 2.8 A+C).  Spezifische
cytotoxische Aktivität der SA-5/bGrB Proteinkomplexe in Gegenwart von Chloroquin konnte auch
gegenüber ErbB2 exprimierenden MDA-MB 453 Mammakarzinomzellen beobachtet werden, wohin-
gegen  ErbB2  negative  MDA-MB 468  Zellen keine Sensitivität gegenüber diesen Proteinkomplexen
zeigten (Abb. 2.8 B+D). Bei einer bGrB Konzentration von 25 nM, komplexiert mit 5,6 nM SA-5 starben
56 % der MDA-MB 453 Zellen (Abb. 2.8 D). Zellen, die entweder nur mit SA-5 (5,6 nM) oder nur mit
bGrB (25 nM) kultiviert wurden, zeigten auch in Gegenwart von Chloroquin keine oder nur geringe
Sensitivität (Abb. 2.8 C+D) gegenüber diesen Proteinen. Die cytotoxische Aktivität von SA-5/bGrB
Proteinkomplexen gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen war in allen Experimenten abhängig von der
Präsenz des endosomolytischen Reagenz Chloroquin (Abb. 2.8 C+D).
3.1.6 Zusammenfassung der Abschnitte 3.1.1 bis 3.1.5
Im  ersten  Abschnitt  dieser  Arbeit  wurde  ein  Fusionsprotein  bestehend  aus  SA  und  dem  ErbB2
spezifischen „single chain“-Antikörper scFv(FRP5) abgeleitet, in E. coli exprimiert und aus bakteriellen
Lysaten in denaturierter Form gereinigt. Zur Renaturierung des Fusionsproteins in seine funktionale
Konformation wurden geeignete Bedingungen etabliert. SA-5 erwies sich als bispezifisches, tetrameres
Protein mit Affinität zu ErbB2 und Biotin bzw. Biotin-konjugierten Proteinen. Nach Bindung von SA-5
an  ErbB2  auf  der  Zelloberfläche  wurde  das  Fusionsprotein  innerhalb  von  3 h  vollständig  in  das
Cytoplasma  aufgenommen.  Im  gleichen  Zeitraum  erfolgte  auch  die  SA-5 vermittelte vollständige
Aufnahme  einer  biotinylierten  Variante  des  „enhanced  green  fluorescent protein”  (bEGFP).  Eine
biotinylierte  Variante  des  Pseudomonas  aeruginosa Exotoxin A (bETA42) konnte durch das SA-5
Trägerprotein selektiv in ErbB2 exprimierende Zellen eingeschleust werden und zeigte dort selektive
cytotoxische Aktivität. Weiterhin wurde eine biotinylierte Variante der proapoptotischen Serinprotease
GrB hergestellt (bGrB). bGrB erwies sich auch nach Biotinylierung und im SA gebundenem Zustand als
enzymatisch aktiv. bGrB, das mit Hilfe des SA-5 Fusionsproteins in ErbB2 exprimierende Tumorzellen
eingebracht wurde, induzierte selektiv den Zelltod in diesen Zellen. Die cytotoxische Aktivität von
SA-5/bGrB Proteinkomplexen  hing  dabei  von  der  Gegenwart  des  Zielrezeptors  ErbB2  auf  der
Tumorzelloberfläche sowie von der Gegenwart des endosomolytischen Reagenz Chloroquin ab.
Die hier erhobenen Daten zeigen, daß biotinyliertes GrB, das in Form von SA-5 Komplexen in
ErbB2 exprimierende Zellen aufgenommen wurde, eine vergleichbare cytotoxische Aktivität besitzt, wie3 Ergebnisse
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eine biotinylierte Variante des etablierten Effektors ETA42. Mit Hilfe des SA-5 Fusionsproteins und
bGrB konnte so erstmals gezeigt werden, daß sich GrB verbunden mit einer Zellbindungsdomäne, die der
Protease Spezifität für Tumorzellen verleiht, für den Einsatz als Effektor in Fusionsproteinen eignen
könnte. Eine „endosome escape“ Funktion scheint dabei für die cytotoxische Aktivität erforderlich zu
sein, da ohne Zusatz von Chloroquin kein Effekt der SA-5/bGrB Proteinkomplexe gegenüber ErbB2
exprimierenden Zellen beobachtet werden konnte. SA-5 könnte sich darüber hinaus auch generell als
Trägerprotein zur Untersuchung neuer Effektoren für Antikörperfusionsproteine eignen, aber auch zum
Einbringen beliebiger anderer biotinylierter Moleküle in ErbB2 exprimierende Zellen.
3.2 Chimäre GrB Fusionsproteine zur selektiven Induktion von Apoptose in Tumorzellen
Der vorherige Abschnitt zeigt, daß das selektive Einschleusen einer biotinylierten enzymatisch aktiven
Variante  von  GrB  grundsätzlich  für  die  Induktion  von  Apoptose  in  den  untersuchten  ErbB2
exprimierenden Tumorzellen ausreicht. Im folgendem Abschnitt dieser Arbeit ist die Konstruktion und
funktionelle Charakterisierung von Fusionsproteinen beschrieben, die aus GrB und tumorzellspezifischen
Zellbindungsdomänen bestehen.
3.2.1 Konstruktion, Expression und Reinigung chimärer GrB Fusionsproteine
Aufgrund ihres hohen cytotoxischen Potentials wird die Serinprotease GrB endogen als inaktives Prä-
Proenzym synthetisiert (Trapani, 2001) (Abb. 2.10 A). Ein Signalpeptid leitet das Vorläuferprotein in das
sekretorische Kompartiment der Zelle und bewirkt so die Speicherung von GrB in sekretorischen Vesikel.
Bis  zur  Speicherung  inhibiert  das  N-terminale  inhibitorische  Dipeptid  (Gly-Glu)  die  enzymatische
Aktivität von GrB. Durch die Dipeptidyl Peptidase I/Chatepsin C wird dieses Dipeptid entfernt, was
schließlich zur Speicherung von reifem enzymatisch aktivem GrB führt. Die transiente Transfektion von
COS-Zellen mit einem GrB Expressionskonstrukt, in dem das inhibitorische Dipeptid deletiert wurde,
führte zur Expression von enzymatisch aktivem murinen (Caputo et al., 1993) bzw. humanen (Smyth et
al., 1995) GrB. Dies deutet darauf hin, daß für die enzymatische Aktivität von GrB ein freier, definierter
N-Terminus  erforderlich  ist,  d. h.  daß  zusätzliche  Aminosäuren  am  N-Terminus  zum  Verlust  der
enzymatischen Aktivität führen könnten.
Um enzymatisch aktives GrB rekombinant herzustellen, wurden daher Plasmide zur Expression
von GrB so konstruiert, daß nach Möglichkeit keine zusätzlichen Aminosäuren an den N-Terminus der
reifen Protease angefügt bzw. während der Expression durch endogene Proteasen im herstellenden
Organismus abgespalten wurden (Abb. 2.10 B). Die Expression und Reinigung von unmodifiziertem,
enzymatisch aktivem GrB als rekombinantes Protein in der Hefe Pichia pastoris wurde ursprünglich von3 Ergebnisse
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Dr. Ulrike Giesübel etabliert (Giesübel, 2003).
Als  eukaryotischer  Organismus  besitzt  die  Hefe  Pichia  pastoris  viele  Vorteile  anderer
eukaryotischer Expressionssysteme wie die Fähigkeit zur Prozessierung, Faltung und posttranslationalen
Modifizierung (z. B. Glycosylierung) von Proteinen (Buckholz und Gleeson, 1991). Im Gegensatz zu
höheren Eukaryoten können in Hefen jedoch relativ große Mengen rekombinanter Proteine exprimiert
werden  [Übersicht:  (Cereghino  und  Cregg,  2000;  Cregg  et  al.,  2000)].  Pichia  pastoris ist ein
methylotropher Organismus, der durch zwei Alkohol-Oxidasen (AOX) fähig ist, Methanol als alleinige
Kohlenstoffquelle zu metabolisieren. Die Expression der Alkoholoxidase 1, für die das aox1 Gen kodiert,
wird durch Methanol induziert. Typischerweise stellt AOX1 über 30 % des gesamten löslichen Proteins in
Pichia pastoris dar, wenn Methanol als Kohlenstoffquelle genutzt wird. Durch Rekombination eines Gens
in den aox1 Lokus kann diese Hefe verwendet werden, um das Gen unter die Kontrolle des Methanol
induzierbaren aox1 Promotors zu stellen. In Anwesenheit von Glucose ist dieser Promotor vollständig
reprimiert. Durch das Klonieren eines Gens in den Vektor pPIC9, der homologe Flanken des aox1 Gens
enthält, ist eine spezifische Insertion des Gens durch homologe Rekombination in den aox1-Lokus
möglich. Der Vektor pPIC9 enthält zusätzlich ein α-Faktor-Sekretionssignal, welches aus Saccharomyces
cerevisiae stammt, und das Wildtyp his4-Gen von Pichia pastoris, welches für ein essentielles Enzym der
Histidin-Biosynthese kodiert und als Selektionsmarker verwendet werden kann. Durch das α-Faktor-
Sekretionssignal können rekombinante Proteine von Pichia pastoris ins Kulturmedium sekretiert werden,
was einen Aufschluß der Hefezellen vor der Proteinreinigung unnötig macht. Da Pichia pastoris sehr
wenige  eigene  Proteine  sekretiert,  stellt  das  rekombinante  Protein  den  Hauptanteil  an  Protein  im
Kulturmedium dar. Glycosylierungs-Sequenzen werden darüber hinaus glycosyliert, im Gegensatz zu
Saccharomyces cerevisiae findet jedoch keine Hyperglycosylierung statt, und das Glycosylierungsmuster
ähnelt eher dem höherer Eukaryoten. Im Vergleich zu solchen aus Saccharomyces  cerevisiae wirken
glycosylierte Proteine aus Pichia pastoris daher nicht hyper-antigen im menschlichen Organismus, was
für eine mögliche therapeutische Verwendung von Bedeutung ist (Romanos et al., 1992).
Bei der homologen Rekombination von heterologen Genen in das Genom von Pichia  pastoris
können unterschiedliche Phänotypen entstehen. Durch ein einfaches „crossing over“ am aox1-Lokus
bleibt das endogene aox1 Gen im Genom von Pichia pastoris intakt und befähigt die Hefe weiterhin, eine
funktionelle Alkoholoxidase 1 zu exprimieren. Dieser Phänotyp wird als Mut
+ (Methanol utilization plus)
bezeichnet (Cregg et al., 1993). Durch ein doppeltes „crossing over“ im aox1 Lokus wird das aox1 Gen
gegen  das  heterologe  Gen  ausgetauscht.  Obwohl  ein  solcher  Phänotyp  keine  funktionale  AOX1
exprimieren kann, ist Pichia pastoris durch die AOX2 weiterhin in der Lage, Methanol zu metabolisieren.
Das  Wachstum  solcher  sogenannter  Mut
S  (Methanol  utilization  slow)  Klone  in  methanolhaltigem
Medium ist jedoch im Vergleich zu Mut
+ Klonen deutlich langsamer. Mut
+ Phänotypen können auch
durch homologe Rekombination in den genomischen his4-Lokus entstehen. In dem hier verwendeten
Hefeexpressionssystem wurde eine im Histidin-Biosyntheseweg defekte Mutante GS115 verwendet, die
nicht in der Lage ist, in histidinfreiem Kulturmedium zu wachsen. Da bei der homologen Rekombination3 Ergebnisse
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auch das Wildtyp his4-Gen in das Genom von Pichia pastoris inseriert wird, können korrekt trans-
formierte Hefeklone durch die Fähigkeit, in histidinfreiem Medium zu wachsen, selektiert werden. Da der
Vektor pPIC9 keinen in der Hefe aktiven Replikationsursprung besitzt, können die auf dem Vektor
vorhandenen Gene nur durch Integration in das Hefegenom stabil in den Zellen vorliegen.
Zur  Expression  rekombinanter  GrB  Fusionsproteine  in  Pichia  pastoris wurde das Pichia
Expressionssystem der Firma Invitrogen verwendet. Als Ausgangspunkt diente hier ein pPIC9 Plasmid, in
dem die cDNA von reifem GrB inseriert war (pPIC9-GrB) (Giesübel, 2003). Der Vektor pPIC9 erlaubt
die Sekretion heterologer Proteine in das Kulturmedium. Das Signalpeptid, das für die Sekretion des
überexprimierten  Proteins  verantwortlich  ist,  wird  während  der  Ausschleusung  in  zwei  Schritten
abgespalten. Der erste Prozessierungsschritt erfolgt durch die Pichia Protease KEX2, die zur Furin-
Familie gehört, in der Sequenz Glu-Lys-Arg*Glu-Ala-Glu-Ala (*: Spaltstelle). Das Tetrapeptid Glu-Ala-
Glu-Ala wird anschließend durch eine weitere Pichia Protease STE13 entfernt. STE13 spaltet jedoch in
einigen  Fällen  nur  unzuverlässig,  so  daß  das  Glu-Ala-Glu-Ala  Tetrapeptid  am  N-Terminus  des
rekombinanten Proteins verbleiben kann. Die Glu-Ala-Glu-Ala Sequenz ist aber offenbar nicht unbedingt
für die erste Spaltung durch KEX2 erforderlich, und verschiedene Aminosäuren werden von KEX2 in
Position P1‘ toleriert (Angaben des Herstellers des Pichia Expressionskits). Mit einem Konstrukt, in dem
die cDNA von reifem GrB so in den Vektor pPIC9 inseriert ist, daß nach Spaltung des resultierenden
Proteins allein durch KEX2 reifes GrB ohne eine zusätzliche Aminosäure am N-Terminus entsteht,
konnte enzymatisch aktives GrB im mg Maßstab hergestellt werden (Giesübel, 2003).
Zur Expression von GrB Fusionsproteinen in der Hefe Pichia pastoris wurden daher Konstrukte
hergestellt, die GrB in gleicher Art inseriert trugen. Um GrB zur selektiven Induktion von Apoptose in
Tumorzellen zu nutzen, wurde GrB in dieser Arbeit mit Zellbindungsdomänen fusioniert, die der Protease
Spezifität für tumorassoziierte Antigene verleihen, um so die spezifische Aufnahme in diese Zellen zu
erreichen. Als Zellbindungsdomänen wurden neben dem im Abschnitt 3.1 bereits beschriebenen ErbB2
spezifischen scFv(FRP5) Antikörperfragment auch der physiologische hochaffine Ligand des EGFR
TGFα verwendet. Um die unabhängige Faltung beider funktioneller Domänen in den Fusionsproteinen zu
gewährleisten,  wurde  ein  strukturloser  Glycin-Serin-Linker  [(Gly4-Ser)4-His6]  zwischen  GrB  und
Zellbindungsdomäne eingefügt.
Der schematische Aufbau der Expressionskonstrukte und die Vorgehensweise bei der Klonierung
ist  in  Abb. 2.9  dargestellt.  Sequenzen  kodierend  für  scFv(FRP5)  und  für  TGFα  wurden  aus  den
Plasmiden pWW152-scFv(FRP5) (Wels et al., 1995) und pWW152-TGFα (Schmidt et al., 1999) als
HindIII/XbaI  Fragmente  erhalten  und  in  die  entsprechenden  Restriktionsschnittstellen  des  Plasmids
pBIIKS-MH (Gerstmayer, 1997) eingesetzt. Dieses Plasmid trägt Sequenzen kodierend für das Epitop des
mAk 9E10 sowie für einen Hexahistidin-tag zwischen den XbaI und NotI  Restriktionsschnittstellen
inseriert. An das 5’ Ende der scFv(FRP5) bzw. TGFα cDNA wurde die Sequenz kodierend für den
Glycin-Serin-Linker (Gly4-Ser)4-His6  als  hybridisiertes  und  geschnittenes  doppelsträngiges  Oligo-
nukleotid aus GSH-sense und GSH-antisense in die ClaI und HindIII Schnittstellen eingesetzt. Die GrB3 Ergebnisse
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cDNA wurde per PCR mit den Oligonukleotidprimern 5’XhoI-DAEA-GrB und 3’ClaI-GrB amplifiziert.
Das Plasmid pBIIKS-GrB (Giesübel, 2003) diente bei der Reaktion als Template. Das Amplifikat wurde
mit XhoI  und  ClaI  geschnitten  und  in  die  entsprechenden  Restriktionsschnittstellen  der  zuvor
beschriebenen  Plasmide  eingesetzt.  Die  resultierenden  Plasmide  pBIIKS-GrB-GSH-scFv(FRP5)-MH,
und pBIIKS-GrB-GSH-TGFα-MH wurden mit XhoI und NotI verdaut, und die erhaltenen Fragmente
wurden in die entsprechenden Restriktionsschnittstellen des Expressionsvektors pPIC9 eingesetzt.
Abb. 2.9  Schematische  Darstellung  der  Herstellung  der  Plasmide  pPIC9-GrB-scFv(FRP5),  pPIC9-GrB-TGFα,  pPIC9-GrBS183A-
scFv(FRP5) und pPIC9-GrBS183A-TGFα. α: α-Faktor Signalpeptid von Saccharomyces cerevisiae; GrB: Sequenz des reifen humanen GrB
(Aminosäuren 21-247); TGFα: Wachstumsfaktor TGFα; scFv(FRP5): ErbB2 spezifisches Antikörperfragment; L: kodiert für (Gly4Ser)4His6;
M: kodiert für den Myc-tag; H: kodiert für einen Hexahistidin-tag
Als Negativkontrolle für die in diesem Abschnitt durchgeführten Experimente mit rekombinanten GrB
Fusionsproteinen wurden enzymatisch inaktive Punktmutanten hergestellt. Da GrB eine Serinprotease ist,
muß der Austausch des Serin im aktiven Zentrum zu einem vollständigen Aktivitätsverlust führen. Die
aus dieser Modifikation resultierende Mutante GrBS183A ist nicht mehr in der Lage, die Spaltung von
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Peptidbindungen zu katalysieren (Caputo et al., 1994; Giesübel, 2003). Die Mutagenese wurde mit Hilfe
der beiden antiparallelen Primer GrB-S183A-sense und GrB-S183A-antisense in einer PCR durchgeführt.
Die Primer wurden so gewählt, daß der für die Mutation notwendige „mismatch” von mit der Matrize
komplementären Bereichen umgeben war und das Plasmid vollständig amplifiziert wurde. Die Plasmide
pBIIKS-GrB-GSH-scFv(FRP5)-MH bzw. pBIIKS-GrB-GSH-TGFα-MH wurden bei den Reaktionen als
„template“ verwendet. Die so mutierten Konstrukte wurden per Sequenzierung verifiziert, mit XhoI und
NotI  verdaut  und  die  erhaltenen  Fragmente  wie  oben  beschrieben  in  die  entsprechenden
Restriktionsschnittstellen von pPIC9 inseriert. Die Hefeexpressionsvektoren pPIC9-GrB-scFv(FRP5),
pPIC9-GrB-TGFα, pPIC9-GrBS183A-scFv(FRP5) und pPIC9-GrBS183A-TGFα wurden linearisiert und in
Pichia pastoris GS115 transformiert. Pichia pastoris Klone, die die cDNA der GrB Fusionskonstrukte
durch  homologe  Rekombination  stabil  in  das  Genom  integriert  hatten,  wurden  mittels  PCR-  und
Expressions-Analyse identifiziert (Daten nicht gezeigt). Expressionskulturen zur präparativen Isolation
der GrB Fusionsproteinen wurden herangezogen, und rekombinante Proteine aus den Überständen dieser
Kulturen wurden durch Ni
2+-Affinitätschromatographie  gereinigt (Abb. 2.10 C). Es konnten ca. 1 bis
2 mg  Protein  je  Liter  Expressionskultur  isoliert  werden.  Die  scFv(FRP5)  bzw.  TGFα  GrB
Fusionsproteine sind im Folgenden mit G-5 bzw. G-T bezeichnet. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE
und anschließende Coomassie-Färbung (Abb. 1.10 C, Spur 4-6;  Daten  für  die  katalytisch  inaktiven
Fusionsproteine nicht gezeigt) sowie im Western blot mit dem mAk 9E10 (Abb. 2.10 C, Spur 1-3; Daten
für die katalytisch inaktiven Fusionsproteine nicht gezeigt) bzw. einem GrB spezifischen mAk (Daten
nicht gezeigt) analysiert. Wie in COS-Zellen exprimiertes GrB (Caputo et al., 1993) sind auch die in
Pichia produzierten GrB Fusionsproteine glycosyliert. So führte die Deglycosylierung der gereinigten
GrB Fusionsproteine durch N-Glycosidase F zu einer deutlichen Reduktion des Molekulargewichtes
(Daten nicht gezeigt). Die apparenten sowie die theoretischen Molekulargewichte der GrB Fusions-
proteine  betragen  (apparentes  Molekulargewicht/theoretisches  Molekulargewicht):  GrB,  GrBS183A
38 kDa/27 kDa; GrB-T, GrBS183A-T 40 kDa/36 kDa; GrB-5, GrBS183A-5 70 kDa/58 kDa.
3.2.2 Enzymatische Aktivität chimärer GrB Fusionsproteine
Zur Analyse der enzymatischen Aktivität rekombinanter GrB Fusionsproteine wurde ein colorimetrisches
Peptidsubstrat eingesetzt. Das Tetrapetid Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-Nitroanilid (Ac-IETD-pNA) enthält
die  Erkennungssequenz  von  GrB.  Proteolytische  Spaltung  dieses  Substrates  durch  GrB  führt  zur
Freisetzung der Farbgruppe (p-Nitroanilin) und so zu einer Gelbfärbung, die photometrisch quantifiziert
werden kann.3 Ergebnisse
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Abb. 2.10  Expression und Reinigung von GrB Fusionsproteinen. (A) Untereinheitenstruktur von Wildtyp GrB. GrB wird als Prä-
Proenzym  synthetisiert,  das  aus  einem  Signalpeptid  (Aminosäuren 1-18)  für  die  Verpackung  in  sekretorische  Vesikel  und  einem
Aktivierungsdipeptid (Aminosäuren 19-20) besteht. Zwei proteolytische Spaltungen vermittelt durch Signalpeptidase und Chatepsin C führen
zur Reifung des Prä-Proenzyms zur enzymatisch aktiven Protease. (B) Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte zur
Expression von GrB, GrB-5 und GrB-T. Im Expressionsvektor pPIC9 ist die Sequenz von reifem GrB (Aminosäuren 21-247) mit dem
α-Faktor Signalpeptid fusioniert, um die Sekretion der rekombinanten Proteine in den Kulturüberstand zu ermöglichen. Während der Sekretion
wird das Signalpeptid durch die Pichia Protease KEX2 entfernt, woraus der N-Terminus von reifem GrB resultiert. Um der Protease Spezifität
für Tumorzellen zu verleihen, wurde GrB C-terminal mit dem ErbB2 spezifischen scFv(FRP5) Antikörperfragment oder mit dem EGFR-
Liganden TGFα fusioniert. In den Fusionsproteinen sind beide funktionelle Domänen durch eine Linkersequenz [L; (Gly4Ser)4His6] voneinander
getrennt. Am C-Terminus enthalten alle Konstrukte einen Myc-tag (M) und einen Hexahistidin-tag (H). (C) Analyse der gereinigten GrB
Fusionsproteine. GrB-5 (Spur 3+6), GrB-T (Spur 2+5) und unfusioniertes GrB (Spur 1+4) wurden in Pichia pastoris exprimiert und durch
Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt. Gereinigte Proteine wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-Färbung (Spur 1-3) bzw. im Western
blot (Spur 4-6) mit dem mAk 9E10 analysiert.
Wie in Abb. 2.11 A dargestellt, spalteten die Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T das Peptidsubstrat mit
vergleichbarer  Aktivität  wie  nicht-fusioniertes  rekombinantes  GrB  aus  Pichia  pastoris.  Durch
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Vorinkubation  der  Fusionsproteine  mit  dem  GrB  Peptidinhibitor  Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-Aldehyd
(Ac-IETD-CHO) konnte die enzymatische Aktivität erheblich reduziert werden, was die Spezifität der
Spaltungsreaktion demonstriert. Die Punktmutanten GrBS183A-5 und GrBS183A-T zeigten in diesen Spalt-
reaktionen  wie  erwartet  keinerlei  enzymatische  Aktivität  (Abb. 2.11 B),  was  nachwies,  daß  die
Substratspaltung von der enzymatischen Aktivität der GrB Domäne abhing und nicht durch eventuelle
Verunreinigungen in den Proteinpräparationen hervorgerufen wurde.
Abb. 2.11  Enzymatische Aktivität von GrB-5 und GrB-T. (A+B) Colorimetrische  Peptidspaltungsassays. In  vitro  Spaltreaktionen
enthielten gereinigtes GrB, GrB-5 oder GrB-T in den angegebenen Konzentrationen und das colorimetrische GrB spezifische Peptidsubstrat
Ac-IETD-pNA. Die Reaktionen wurden für 1 h bei 37 °C inkubiert und die Farbentwicklung quantifiziert. (B) Spezifität der Substratspaltung.
Die Spezifität der Substratspaltung wurde durch Zugabe von 400 µM des GrB Peptidinhibitors Ac-IETD-CHO oder durch Verwendung der GrB
Mutanten GrBS183A-5 und GrBS183A-T, in denen das Serin im aktiven Zentrum durch ein Alanin ausgetauscht ist, untersucht. (C) Spaltung von
Procaspase-3.  Procaspase-3  wurde  als  natürliches  Substrat  verwendet,  um  die  enzymatische  Aktivität  der  GrB  Fusionsproteine  zu
analysieren. Procaspase-3 wurde als rekombinantes Protein in E. coli exprimiert (Giesübel, 2003). Dieses Enzym enthält am C-Terminus das
Epitop des mAk SWA11, was die immunologische Detektion des vollständigen Proteins (P32) sowie des P12 Spaltprodukts erlaubt. Die
Reaktionen enthielten 200 ng Procaspase-3 und 200 ng der GrB Fusionsproteine und wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Analyse der
Substratspaltung erfolgte im Western blot mit dem mAk SWA11.
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Zur  weiteren  Analyse  der  enzymatischen  Aktivität  der  Fusionsproteine  wurde  Procaspase-3  als
physiologisches Substrat von GrB eingesetzt. Procaspase-3 wurde als rekombinantes Protein mit einem
C-terminalen  SWA11-Epitop  in  E. coli exprimiert, gereinigt und renaturiert (Giesübel,  2003).  Das
rekombinante Protein wurde mit den GrB Fusionsproteinen inkubiert und die Reaktionsansätze wurden
mittels SDS-PAGE und anschließendem Western blot mit dem mAk SWA11 analysiert (Abb. 2.11 C).
Abb. 2.12  Charakterisierung der Bindungseigenschaften von GrB-5 und GrB-T. Die humanen Mammakarzinomzellinien MDA-MB 453
und MDA-MB 468 exprimieren große Mengen an ErbB2 und nicht nachweisbare Mengen an EGFR (MDA-MB 453) oder große Mengen an
EGFR und nicht detektierbare Mengen an ErbB2 (MDA-MB 468). Die Zellbindung von GrB-5 und GrB-T sowie der inaktiven Enzymmutanten
wurde in FACS Experimenten analysiert. Gebundene Proteine wurden mit dem mAk 9E10 und einem PE-konjugierten anti-Maus IgG detektiert.
Die verwendete Proteinpräparation der Procaspase-3 enthielt bereits einen geringen Anteil an P12 Unter-
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einheit  (Abb. 2.11 C, Spur 2).  Inkubation  mit  den  Fusionsproteinen  GrB-5,  GrB-T  und  mit  un-
fusioniertem GrB führte jedoch zur vollständigen Prozessierung der Procaspase-3. Mit mAk SWA11 war
nur noch das P12 Spaltprodukt der Caspase-3 detektierbar. Wie bereits in den Peptidspaltungsassays
gezeigt, wurde Procaspase-3 dagegen nicht von den enzymatisch inaktiven Enzymmutanten GrB-5 und
GrB-T gespalten (Abb. 2.11, Spur 4+6).
3.2.3 Charakterisierung der Bindungseigenschaften von GrB Fusionsproteinen
Die Fähigkeit von GrB-5 und GrB-T, an ihre Zielrezeptoren ErbB2 bzw. EGFR auf der Zelloberfläche zu
binden, wurde in durchflußcytometrischen Studien untersucht (Abb. 2.12). Dazu wurden MDA-MB 453
und MDA-MB 468 Mammakarzinomzellen verwendet. MDA-MB 468 Zellen exprimieren große Mengen
des  EGFR  auf  der  Zelloberfläche,  wohingegen  die  Expression  von  ErbB2  nicht  nachweisbar  ist
(Hoffmann et al., 1998). Im Gegensatz hierzu exprimieren MDA-MB 453 Zellen viel ErbB2 und nicht
detektierbare Mengen an EGFR (Hoffmann et al., 1998). Da sich diese Zellen bezüglich ihrer Rezeptor-
expression auf der Zelloberfläche komplementär verhalten, eignen sie sich gut zur Untersuchung der
Zellbindungseigenschaften der ErbB2 bzw. EGFR spezifischen Fusionsproteine.
Zellen beider Zellinien wurden jeweils mit GrB-5 oder GrB-T inkubiert. An die Zelloberfläche
gebundene Fusionsproteine wurden mit dem mAk 9E10 und PE gekoppeltem Zweitantikörper detektiert.
Dabei  konnte  eine  starke  Bindung  von  GrB-5  an  die  ErbB2  exprimierenden  MDA-MB 453 Zellen
beobachtet werden, wohingegen nur eine sehr schwache Bindung an MDA-MB 468 Zellen detektiert
wurde. Im Gegensatz hierzu band GrB-T an die EGFR positiven MDA-MB 468 Zellen, jedoch nicht an
EGFR  negative  MDA-MB 453  Zellen.  Die  enzymatisch  inaktiven  Enzymmutanten  GrBS183A-5  und
GrBS183A-T zeigten in Bezug auf Bindung an ihre Zielrezeptoren keine Unterschiede zu den enzymatisch
aktiven Varianten (Abb. 2.12).
Bindung von GrB-5 an ErbB2 auf der Zelloberfläche wurde auch mit der stabil transfizierten
murinen Nierenkarzinomzellinie Renca-lacZ/ErbB2 untersucht. Dabei wurde in durchflußcytometrischen
Studien  spezifische  Bindung  von  GrB-5  an  Renca-lacZ/ErbB2  Zellen  beobachtet,  jedoch  nicht  an
parentale ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen (Abb. 2.13 A).
Die Spezifität der Bindung von GrB-5 an ErbB2 wurde in einem Kompetitionsexperiment bestätigt.
Dabei wurde die Bindung des parentalen mAk FRP5 an Renca-lacZ/ErbB2 Zellen durch Vorinkubation
der Zellen mit GrB-5 kompetiert (Abb. 2.13 B+C).
Die spezifische Bindung von GrB-5 an ErbB2 wurde auch in einem ELISA-artigen Bindungstest
bestätigt, in dem GrB-5 an immobilisiertes rekombinantes ErbB21-222 band. GrB diente in diesem
Bindungstest als Kontrolle und wies wie erwartet keine Affinität zu ErbB21-222 auf.
In vorangegangenen Arbeiten von Dr. Ulrike Giesübel wurde gezeigt, daß rekombinantes GrB aus
der Hefe Pichia pastoris an bisher nicht identifizierte Zielstrukturen auf Zelloberflächen bindet und schon
nach Minuten in Zellen aufgenommen wird. Damit verhält sich rekombinantes GrB aus Pichia pastoris
wie GrB aus cytotoxischen T-Lymphocyten (Giesübel, 2003). Die Zielstrukturen für diese „intrinsische3 Ergebnisse
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Bindung“ von GrB sind bisher nicht bekannt. Die in dieser Arbeit exprimierten GrB Fusionsproteine
zeigten in den durchgeführten FACS Experimenten nur eine sehr schwache Bindung an ErbB2 bzw.
EGFR negative Zellen (Abb. 2.12+2.13 A). Diese Bindung wurde vermutlich durch die intrinsische
Bindung der GrB Domäne hervorgerufen. Die hochaffine Bindung an ErbB2 bzw. EGFR hingegen, die
über die Zellbindungsdomänen in den Fusionsproteinen erfolgt, führte zu deutlich stärkeren Signalen in
den durchgeführten FACS Experimenten.
Abb. 2.13  Charakterisierung der Bindungseigenschaften von GrB-5. (A) Bindung von GrB-5 an Renca-lacZ Zellen. Renca-lacZ Zellen
sind murine Nierenkarzinomzellen, die mit dem lacZ Gen transfiziert sind. Renca-lacZ/ErbB2 Zellen sind zusätzlich mit humaner c-erbB2 cDNA
transfiziert und exprimieren diesen Rezeptor auf der Zelloberfläche. Da murines ErbB2 von scFv(FRP5) nicht erkannt wird, stellen Renca-lacZ
und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen ein Modellsystem für ErbB2 negative und ErbB2 positive Tumorzellen dar. In FACS Experimenten wurden Zellen
beider Zellinien mit GrB-5 inkubiert und gebundenes Protein mit dem mAk 9E10 und PE-konjugiertem anti-Maus IgG detektiert. (B+C)
Kompetitionsexperiment. In einem FACS Experiment wurde die Bindung des parentalen mAk FRP5 an Renca-lacZ/ErbB2 Zellen durch
Vorinkubation der Zellen mit GrB-5 kompetiert. Gebundener mAk FRP5 wurde mit PE-konjugiertem anti-Maus IgG detektiert.
3.2.4 Cytotoxische Aktivität von GrB-5 und GrB-T
Zur Analyse der cytotoxischen Aktivität der GrB Fusionsproteinen gegenüber etablierten Tumorzellinien
wurden MTT-Cytotoxizitätsassays durchgeführt (vgl. 2.2.23). Hierzu wurden EGFR stark exprimierende
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MDA-MB 468 Zellen und EGFR negative MDA-MB 453 Zellen für 14 h mit unterschiedlichen GrB-T
Konzentrationen  inkubiert.  Analog  wurden  ErbB2  positive  Renca-lacZ/ErbB2  und  ErbB2  negative
Renca-lacZ  Zellen  mit  GrB-5  behandelt,  um  die  cytotoxische  Aktivität  des  ErbB2  spezifischen
Fusionsproteins  zu  analysieren.  Die  Überlebensrate  der  Zellen,  relativ  zu  Zellen  die  ohne  Protein
kultiviert wurden, wurde durch Zugabe von MTT und Messung der Absorption bei 590 nm bestimmt.
Wie in Abb. 2.14 dargestellt, war keine Cytotoxizität der Fusionsproteine gegenüber EGFR bzw. ErbB2
positiven Zellen meßbar.
Abb. 2.14  Cytotoxische Aktivität von GrB-5 und GrB-T. Die Cytotoxizität von GrB-5 und GrB-T gegenüber EGFR bzw. ErbB2 positiven
und negativen Zellen wurde in MTT-Cytotoxizitätsassays untersucht. Zellen wurden mit äquimolaren Mengen an GrB-5 oder GrB-T behandelt.
Nach 14 h wurden der Anteil überlebender Zellen durch Zugabe von MTT bestimmt. (A) Cytotoxische Aktivität von GrB-T gegenüber EGFR
positiven MDA-MB 468 und EGFR negativen MDA-MB 453 Zellen. (B) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 wurden mit GrB-5 inkubiert.
Für die proapoptotische Aktivität von GrB ist die Spaltung intrazellulärer Substrate notwendig, die sich
im Cytosol und im Zellkern befinden (Andrade et al., 2004; Sarin et al., 1997; Talanian et al., 1997;
Waterhouse et al., 2005). Hierzu gehören Caspasen und Caspasen-Substrate (vgl. 1.4.3). Eine mögliche
Ursache dafür, daß die GrB Fusionsproteine keine cytotoxische Aktivität gegenüber Zielzellen zeigten,
könnte darin bestehen, daß die GrB Domäne dieser Proteine keinen Zugang zu ihren intrazellulären
Substraten erlangt hat und so nicht als Apoptose induzierendes Protein wirken konnte. Wenn dies zutrifft,
sollte eine direkte Injektion der Fusionsproteine in das Cytosol zur Induktion von Apoptose führen.
3.2.5 Cytotoxische Aktivität von cytosolischem GrB-5 nach Mikroinjektion
Um  die  cytotoxische  Aktivität  von  cytosolischem  GrB-5  zu  analysieren,  wurden  Mikroinjektions-
experimente durchgeführt, in denen GrB-5 (Abb. 2.15, Bild a+d) und enzymatisch inaktives GrBS183A-5
(Abb. 2.15, Bild b+e) zusammen mit einem EGFP Fusionsprotein in das Cytosol von Renca-lacZ Zellen
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injiziert wurden. Die Zellen wurden über Nacht kultiviert und am nächsten Tag mikroskopisch analysiert.
Die Identifikation injizierter Zellen erfolgte dabei anhand der grünen Fluoreszenz (Bild a-c). Diese Zellen
sind in den Phasenkontrastbildern mit Pfeilen markiert (Bild d-f).
Abb. 2.15  Mikroinjektion von GrB-5 in das Cytosol von Renca-lacZ Zellen. Zellen wurden mit GrB-5 (a+d) oder GrBS183A-5 (b+e) jeweils
in Kombination mit GST-EGFP (grüne Fluoreszenz) oder mit GST-EGFP allein injiziert (c+f). Nach 14 h erfolgte die mikroskopische Analyse
der Zellmorphologie. Dabei wurden injizierte Zellen anhand ihrer grünen Fluoreszenz identifiziert.
Wie in Abb. 2.15, Bild a+d dargestellt, zeigten Renca-lacZ Zellen, die mit GrB-5 injiziert waren, eine
eindeutige apoptotische Morphologie. Injektion der enzymatisch inaktiven Mutante GrB-5 induzierte
hingegen keine apoptotische Morphologie.
3.2.6 Intrazelluläre Lokalisation von GrB-5 und GrB-T
In Immunfluoreszenzfärbungen von A-431 Vulvakarzinomzellen, die mit GrB-5 bzw. GrB-T behandelt
waren, wurde die intrazelluläre Lokalisation der Fusionsproteine analysiert. A-431 Zellen exprimieren
beide Rezeptoren, EGFR und ErbB2 auf der Zelloberfläche (Schmidt und Wels, 2002). Die Zellen
wurden auf Objektträgern ausgesät und für 1 h mit den GrB Fusionsproteinen inkubiert. Nach dem
Waschen  der  Zellen  wurden  sie  für  weitere  1,5 h  inkubiert,  fixiert  und  permeabilisiert,  und
aufgenommene  GrB  Fusionsproteine  wurden  mit  einem  GrB  spezifischen  Antikörper  und  einem
Alexa488  gekoppelten  Zweitantikörper  detektiert  (grüne  Fluoreszenz).  Die  Zellkerne  wurden  mit
Propidiumiodid  rot  gefärbt.  Durch  konfokale  Laser-Scanning-Mikroskopie  wurden  die  Präparate
analysiert. Wie in Abb. 2.16 dargestellt, konnten beide GrB Fusionsproteine nach 2,5 h in den Zellen
detektiert werden. Die GrB Fusionsproteine lagen jedoch nicht frei verteilt im Cytosol vor, sondern
wurden als granuläre Strukturen im Cytoplasma behandelter Zellen angefärbt. Dies deutet darauf hin, daß
GrB-5 und GrB-T nach der rezeptorvermittelten Aufnahme in membranumschlossenen Vesikeln lokali-
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siert sind und daher keinen Zugang zu cytosolischen oder nukleären Substraten haben. Durch die Frei-
setzung der Fusionsproteine aus diesen Vesikeln sollte die GrB Domäne Zugang zu diesen Substraten
erlangen, was analog zu den Mikroinjektionsexperimenten zur Induktion von Apoptose führen sollte.
Abb. 2.16  Intrazelluläre Lokalisation von GrB-5 und GrB-T. Die intrazelluläre Lokalisation der GrB Fusionsproteine in ErbB2 und EGFR
positive humane A-431 Vulvakarzinomzellen wurde in Immunfluoreszenzanalysen untersucht. A-431 Zellen wurden auf Objektträgern kultiviert
und für 1 h mit 10 µg/ml GrB-5 (Bild a) oder GrB-T (Bild b) inkubiert, gewaschen und für weitere 1,5 h kultiviert. GrB Fusionsproteine wurde
nach  dem  Fixieren  und  Permeabilisieren  mit  einem  GrB  spezifischen  Antikörper  und  Alexa488  gekoppeltem Zweitantikörper (grüne
Fluoreszenz) im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop detektiert. Zelluläre Nukleinsäuren sind mit Propidiumiodid gefärbt (rote Fluoreszenz).
Zellen, die ohne Protein inkubiert wurden, dienten als Kontrolle (Bild c).
3.2.7 Cytotoxische Aktivität von GrB-5 und GrB-T nach cytosolischer Translokation
Um den GrB Fusionsproteinen nach der rezeptorvermittelten Aufnahme in Zielzellen den Zutritt zum
cytosolischen Kompartiment zu ermöglichen, wurden Zellen mit GrB-5 bzw. GrB-T in Gegenwart des
endosomolytischen Reagenz Chloroquin inkubiert. Chloroquin akkumuliert im sauren Kompartiment der
Zelle (späte Endosomen, Lysosomen) und stört hier als schwache Base das pH Gleichgewicht, woraus das
osmotisches Anschwellen dieses Kompartiments und schließlich der Kollaps der endosomalen Membran
resultiert. Hierbei wird der Inhalt dieser Vesikel in das Cytosol freigesetzt (Cotten et al., 1990; Zenke et
al., 1990).
In MTT-Assays wurde die cytotoxische Aktivität von GrB-T gegenüber EGFR überexprimierenden
MDA-MB 468 Zellen und gegenüber EGFR negativen MDA-MB 453 Zellen untersucht. Der Anteil
überlebender Zellen wurde nach 14 h durch Zugabe von MTT bestimmt. MDA-MB 468 Zellen wurden
durch GrB-T in Gegenwart von Chloroquin mit einem IC50 Wert von 10 ng/ml (entspricht 0,25 nM) sehr
effizient abgetötet (Abb. 2.17 A). Im Gegensatz hierzu zeigten MDA-MB 453 Zellen keine Sensitivität
gegenüber GrB-T. Dies war auch bei hohen Proteinkonzentrationen von 1 µg/ml in Gegenwart von
Chloroquin der Fall (Abb. 2.17 A).
Zur Analyse der cytotoxischen Aktivität von GrB-5 wurden die zuvor beschriebenen Renca-lacZ
und Renca-lacZ/ErbB2 eingesetzt. ErbB2 positive Renca-lacZ/ErbB2 Zellen wurden in Gegenwart von
Chloroquin  effizient  durch  GrB-5  abgetötet.  Der  ermittelte  IC50  Wert  betrug  20 ng/ml  (entspricht
0,29 nM). ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen waren nicht sensitiv gegenüber GrB-5 (Abb. 2.17 B).
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Abb. 2.17  Cytotoxische Aktivität von GrB-5 und GrB-T in Gegenwart von Chloroquin. Die Cytotoxizität von GrB-5 und GrB-T gegenüber
Zielzellen und Nicht-Zielzellen wurde in MTT-Metabolisierungsassays untersucht. Zellen wurden mit äquimolaren Mengen an GrB-5, GrB-T
oder GrB in Gegenwart von Chloroquin behandelt. Die eingesetzten Chloroquinkonzentrationen betrugen 50 µM (A+B) oder 100 µM (C). Nach
14 h wurde der Anteil überlebender Zellen durch Zugabe von MTT bestimmt. (A) Cytotoxische Aktivität von GrB-T gegenüber EGFR
positiven MDA-MB 468 und EGFR negativen MDA-MB 453 Zellen. (B) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 wurden mit GrB-5 inkubiert.
(C) Die cytotoxische Aktivität beider GrB Fusionsproteine gegenüber humanen A-431 Vulvakarzinomzellen, die beide Zielrezeptoren, ErbB2
und EGFR exprimieren wurde analysiert. Unfusioniertes GrB ohne Zellbindungsdomäne wurde als Kontrollprotein verwendet.
Die  cytototoxischen  Aktivitäten  von  GrB-5  und  GrB-T  gegenüber  Zielzellen  in  Gegenwart  von
Chloroquin  sind  vergleichbar  mit  denen  der  rekombinanten  Immun-  und  Wachstumsfaktortoxine
scFv(FRP5)-ETA (Maurer-Gebhard et al., 1998; Wels et al., 1992) und TGFα-ETA (Schmidt und Wels,
1996), die einen Effektor bakteriellen Ursprungs tragen.
Die Abhängigkeit der cytotoxischen Aktivität der GrB Fusionsproteine vom endosomolytischen
Reagenz Chloroquin bestätigt, daß GrB-5 und GrB-T aus dem endosomalen Kompartiment der Zelle
freigesetzt werden müssen, um proapoptotisch aktiv zu sein. Die Spaltung und Aktivierung endogener
Caspasen durch GrB-5 und GrB-T, die nach der Chloroquin vermittelten cytosolischen Translokation in
Zielzellen erfolgt, ist in Abschnitt 3.2.10 beschrieben.
Die cytotoxische Aktivität der beiden Fusionsproteine wurde auch mit A-431 Vulvakarzinomzellen
untersucht. Diese Zellen exprimieren beide Zielrezeptoren, ErbB2 und den EGFR (Schmidt und Wels,
2002).  Wie  erwartet  wurden  A-431  Zellen  durch  beide  GrB  Fusionsproteine  in  Gegenwart  von
Chloroquin abgetötet (Abb. 2.17 C). Unfusioniertes GrB ohne Zellbindungsdomäne hingegen, das in
äquimolaren  Konzentrationen  eingesetzt  wurde,  wies  auch  in  Gegenwart  von  Chloroquin  keine
Cytotoxizität gegenüber A-431 Zellen auf, obwohl GrB intrinsische Zellbindungsaktivität besitzt und
innerhalb  kurzer  Zeit  in  vesikulären  Strukturen  in  das  Cytoplasma  von  Zellen  aufgenommen  wird
(Giesübel, 2003). Im Gegensatz zu GrB-5 und GrB-T kann GrB jedoch durch Chloroquin nicht aus diesen
B
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Vesikeln freigesetzt werden, was bedeutet, daß unfusioniertes GrB in Zellen über einen anderen Weg
aufgenommen wird als GrB-5 und GrB-T.
Diese Daten zeigen, daß eine Bindung der GrB Fusionsproteine über die Zellbindungsdomänen
scFv(FRP5) bzw. TGFα notwendig ist für die cytotoxische Aktivität der Proteine.
3.2.8 Analyse der Spezifität der cytotoxischen Aktivität von GrB-5 und GrB-T
Um  die  Abhängigkeit  der  cytotoxischen  Aktivität  der  GrB  Fusionsproteine  von  den  Zellbindungs-
domänen scFv(FRP5) bzw. TGFα sowie von der katalytischen Aktivität der GrB Domäne weiter zu
untersuchen,  wurden  Kompetitionsexperimente  und  Cytotoxizitätsassays  mit  den  inaktiven
Enzymmutanten GrBS183A-5  und  GrBS183A-T durchgeführt (Abb. 2.18). Der Anteil überlebender Zellen
wurde wie zuvor beschrieben in MTT-Assays bestimmt.
Abb. 2.18  Abhängigkeit der cytotoxischen Aktivität von GrB-5 und GrB-T von Zellbindung und enzymatischer Aktivität. (A)
Cytotoxische Aktivität in Gegenwart von Kompetitoren der Zellbindung. Um mit der Bindung des Fusionsproteins an den Zielrezeptor auf
der Zelloberfläche zu kompetieren, wurde GrB-5 30 min vor der Zugabe zu Renca-lacZ/ErbB2 Zellen mit ErbB21-222 inkubiert. Alternativ wurden
diese Zellen 30 min vor der Zugabe von GrB-5 mit dem parentalen mAk FRP5 inkubiert. MDA-MB 468 Zellen wurden 30 min vor der Zugabe
von GrB-T mit dem antagonistischen EGFR spezifischen mAk C225 inkubiert. Die verwendeten Proteinkonzentrationen betrugen 75 ng/ml
GrB-5, 100 ng/ml GrB-T. Die Kompetitoren wurden in molaren Überschüssen eingesetzt: ErbB21-222: 3,6facher Überschuß; FRP5: 77facher
Überschuß; C225: 23facher Überschuß. (B) Cytotoxizität in Abhängigkeit von der enzymatischen Aktivität. Renca-lacZ/ErbB2 Zellen oder
MDA-MB 468 Zellen wurden entweder mit 100 ng/ml GrB-5 oder 75 ng/ml GrB-T inkubiert. Äquimolare Mengen der inaktiven Enzymmutanten
GrBS183A-5  oder  GrBS183A-T und von nicht-fusioniertem GrB wurden als Kontrollen verwendet. (A+B) In allen Ansätzen wurden 50 µM
Chloroquin eingesetzt. Die Überlebensrate der Zellen wurde in MTT-Metabolisierungsassays nach 14 h gemessen.
Zur Kompetition der Zellbindung von GrB-5 an ErbB2 auf der Oberfläche von Renca-lacZ/ErbB2 Zellen
wurde der parentale mAk FRP5 verwendet. Wie in Abb. 2.18 A dargestellt ist, konnte die cytotoxische
Aktivität von GrB-5 gegenüber Renca-lacZ/ErbB2 Zellen durch Vorinkubation der Zellen mit FRP5
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erheblich reduziert werden. Alternativ wurde rekombinantes ErbB21-222  zur  Kompetition  verwendet.
ErbB21-222 enthält das Epitop des mAk FRP5. Vorinkubation von GrB-5 mit ErbB21-222 sollte daher zur
Blockade des scFv(FRP5) führen. Wie in Abb. 2.18 A gezeigt ist, konnte auch durch ErbB21-222  die
cytotoxische Aktivität von GrB-5 gegenüber Renca-lacZ/ErbB2 Zellen deutlich reduziert werden.
Die Bindung von GrB-T an MDA-MB 468 Zellen wurde durch Vorinkubation dieser Zellen mit
dem EGFR spezifischen antagonistischen mAk C225 kompetiert, was zu einer reduzierten cytotoxischen
Aktivität von GrB-T führte (Abb. 2.18 A). Unfusioniertes GrB, das keine Zellbindungsdomäne besitzt,
zeigte, wie schon im Abschnitt 2.2.5 für A-431 Zellen dargestellt, auch gegenüber Renca-lacZ/ErbB2
Zellen und MDA-MB-468 Zellen keinen cytotoxischen Effekt in Gegenwart von Chloroquin. GrB wurde
hier in äquimolaren Konzentrationen zu GrB-5 und GrB-T eingesetzt.
Zur Eliminierung von Tumorzellen durch GrB-5 und GrB-T ist neben der zellbindenden Aktivität
auch  die  enzymatische  Aktivität  der  GrB  Domäne  essentiell.  Um  dies  zu  bestätigen,  wurden  die
Enzymmutanten GrBS183A-5 und GrBS183A-T verwendet. Für diese Proteine wurde zuvor gezeigt, daß sie
enzymatisch  inaktiv  sind  (Abb. 2.11 B+C),  aber  vergleichbare  Bindungseigenschaften  wie  die
enzymatisch aktiven Fusionsproteine besitzen (Abb. 2.13). Wie in Abb. 2.18 B dargestellt, weisen die
enzymatisch  inaktiven  Varianten  GrBS183A-5  und  GrBS183A-T  keine cytotoxische Aktivität gegenüber
Renca-lacZ/ErbB2 bzw. MDA-MB-468 Zellen auf.
Zusammenfassend  zeigen  diese  Daten,  daß  die  Eliminierung  von  Tumorzellen  durch  GrB
Fusionsproteine von der Präsenz des jeweiligen Zielrezeptors auf der Zelloberfläche sowie von der
katalytischen Aktivität der GrB Domäne abhängt.
3.2.9 Induktion von Apoptose durch GrB Fusionsproteine
Neben der in den Metabolisierungsassays gemessenen hohen cytotoxischen Aktivität von GrB-5 und
GrB-T  zeigten  Zielzellen,  die  mit  diesen  Fusionsproteinen  behandelt  wurden,  auch  deutliche
morphologische Änderungen, die charakteristisch für apoptotische Zellen sind. Adhärente Zellen kugelten
sich  ab  und  apoptotische  Körperchen  („apoptotic  bodies”)  schnürten  sich  von  diesen  Zellen  ab
(„membrane blebbing”) (Abb. 2.19 A-C).
Das Auftreten dieser apoptotischen Zellmorphologie nach Behandlung mit GrB-5 bzw. GrB-T und
Chloroquin war von der Präsenz des jeweiligen Zielrezeptors auf der Zelloberfläche abhängig. Während
durch GrB-T  keine  morphologischen  Änderungen  von  MDA-MB 453 Zellen hervorgerufen wurden
(Abb. 2.19 A, Bild c), zeigten MDA-MB 468 Zellen eine eindeutige apoptotische Morphologie nach
Behandlung mit GrB-T  (Abb. 2.19 A, Bild a). Genauso konnten keine morphologischen Änderungen von
Renca-lacZ Zellen nach Behandlung mit GrB-5 beobachtet werden (Abb. 2.19 B, Bild c), wohingegen
Renca-lacZ/ErbB2 Zellen eine typische apoptotische Morphologie aufwiesen (Abb. 2.19 B, Bild a).
Das apoptotische Programm einer Zelle kann von der Induktions- bis zur Exekutionsphase sehr
schnell ablaufen. In welchem Zeitraum eine Zelle diesen Prozeß von der Induktion bis zu auffälligen
morphologischen Veränderungen durchmacht, hängt jedoch auch von der Aktivität des eingesetzten3 Ergebnisse
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Induktors ab. GrB greift am unteren Effektorende der apoptotischen Signalwege ein und umgeht damit
die meisten regulatorischen Mechanismen. Durch GrB aktivierte Caspasen sind Teil einer Kaskade, die
eine Verstärkung apoptotischer Signale bewirkt (vgl. 1.2.1). Aus diesem Grunde ist bei Verwendung von
GrB Fusionsproteinen eine sehr schnelle Induktion von Apoptose in Zielzellen zu erwarten.
Durch  GrB-5  induziertes  Abschnüren  apoptotischer  Körperchen  in  Renca-lacZ/ErbB2 Zellen
konnte bereits zwei Stunden nach Zugabe des GrB Fusionsproteins beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Nach drei Stunden wies nahezu jede der behandelten Zellen die apoptotische Morphologie im
Endstadium auf. In Abb. 2.19 B, Bild e ist eine repräsentative Zelle mit charakteristischer Morphologie
gezeigt, die für 3 h mit GrB-5 in Gegenwart von Chloroquin inkubiert wurde. Im Gegensatz hierzu
zeigten ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen keine morphologischen Veränderungen in Gegenwart von
GrB-5 (Abb. 2.19 B, Bild f).
Abb. 2.19  Durch GrB-5 und GrB-T induzierte apoptotische Morphologie in Zielzellen. (A) MDA-MB 453 und MDA-MB 468 Zellen
wurden mit 100 ng/ml GrB-T oder PBS in Gegenwart von 50 µM Chloroquin inkubiert. (B) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2 Zellen in
Gegenwart von 100 ng/ml GrB-5 oder PBS und 50 µM Chloroquin. (C) A-431 Zellen wurden mit 1 µg/ml GrB-5 oder äquimolaren Mengen an
GrB-T (0,5 µg/ml) in Gegenwart von 100 µM Chloroquin kultiviert. Die Zellmorphologie wurde nach 14 h analysiert. Die Morphologie von
Renca-lacZ  und  Renca-lacZ/ErbB2  nach  drei  Stunden  in  Gegenwart  von  1 µg/ml  GrB-5  ist  in  Bild e+f  gezeigt.  (D) Analyse  der
Kernmorphologie. A-431 Zellen wurden mit PBS, 1 µg/ml GrB-5, 1 µg/ml GrBS183A-5, 0,5 µg/ml GrB-T oder 0,5 µg/ml GrBS183A-T und 100 µM
Chloroquin für 14 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Apoptose durch 1 µM Staurosporin induziert (Bild d). Die Zellkerne wurden mit dem
zellpermeablen Farbstoff Hoechst 33342 gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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Die hier beobachtete Kinetik der Apoptoseinduktion ist vergleichbar mit der für das GrB/Perforin System
beschriebenen. In Übereinstimmung mit Daten der Cytotoxizitätsassays (Abb. 2.17 C) wurde in A-431
Zellen, die beide Rezeptoren ErbB2 und EGFR exprimieren, durch beide Fusionsproteine GrB-T und
GrB-5 apoptotische Morphologie induziert (Abb. 2.19 C, Bild a+b).
Neben dem Abschnüren apoptotischer Körperchen ist die Kondensation der genomischen DNA ein
weiteres Charakteristikum apoptotischer Zellen. Die Spaltung des Inhibitors ICAD der „Caspase activated
DNase” (CAD) durch GrB oder durch Caspase-3 führt zur Freisetzung der aktiven DNase CAD und deren
Import in den Zellkern, wo sie für die internukleosomale Fragmentierung der chromosomalen DNA
(„DNA laddering“) verantwortlich ist (Enari et al., 1998). Diese Spaltung der genomischen DNA sowie
die  Spaltung  der  Kernlamina  führen  zur  Chromatinkondensation,  die  ein  auffälliges  Merkmal  der
Reorganisation zellulärer Strukturen in apoptotischen Zellen darstellt. Durch Anfärben der genomischen
DNA mit dem zellpermeablen und DNA-bindenden Farbstoff Hoechst 33342 wurde die Morphologie der
Zellkerne von Zellen untersucht, die mit GrB Fusionsproteinen behandelt waren (Abb. 2.19 D).
In A-431 Zellen, die entweder mit GrB-5 oder GrB-T in Gegenwart von Chloroquin behandelt
wurden, konnte Kondensation des Chromatins beobachtet werden (Abb. 2.19 D, Bild b+c). Im Gegensatz
hierzu wurde durch die enzymatisch inaktiven Enzymmutanten GrBS183A-5 und GrBS183A-T in Gegenwart
von  Chloroquin  keine  Kondensation  des  Chromatins  hervorgerufen  (Abb. 2.19 D,  Bild  e+f).  In
Übereinstimmung mit den zuvor gezeigten Daten war die Änderungen der Kernmorphologie eine Folge
der enzymatischen Aktivität der GrB Domäne.
3.2.10 Aktivierung von endogener Caspase-3 durch GrB-T und GrB-5
Obwohl die exakte Abfolge der molekularen Änderungen, die GrB in Zielzellen hervorruft und die
letztendlich zur Induktion von Apoptose führen, kontrovers diskutiert wird, ist es allgemein anerkannt,
daß GrB im Cytosol der Zielzelle Caspasen spaltet und diese so aktiviert. Besonders der direkten
Spaltung und Aktivierung von Caspase-3  durch  GrB  muß  eine  große  Bedeutung  für  die  schnelle
Induktion von Apoptose beigemessen werden (Atkinson et al., 1998). Um zu untersuchen, ob die hier
konstruierten GrB Fusionsproteine endogene Caspase-3 in A-431 Zellen direkt aktivieren, wurden A-431
Zellen mit GrB-5 bzw. GrB-T in Gegenwart oder Abwesenheit von Chloroquin inkubiert. Nach 14 h
wurden Zellysate dieser Zellen auf Spaltung und Aktivierung von Caspase-3, Caspase-8 und Caspase-9
untersucht. Die enzymatische Aktivität endogener Caspasen wurde mit dem colorimetrischen Caspase-3
Peptidsubstrat  Ac-DEVD-pNA  oder  den  fluorimetrischen  Peptidsubstraten  Ac-IETD-AFC  und
Ac-LEHD-AFC gemessen, welche bevorzugt von Caspase-8 und Caspase-9 gespalten werden. Um die
gegenseitige  Aktivierung  der  Caspasen  untereinander  zu  verhindern,  wurde  der  breit  wirkende
Caspaseninhibitor zVAD-fmk verwendet, welcher alle Caspasen durch Reaktion mit dem katalytischen
Cystein und dessen kovalenter Bindung blockiert.3 Ergebnisse
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Abb. 2.20  Aktivierung endogener Caspasen durch GrB-T und GrB-5. (A) Aktivierung von Caspase-3, -8 und -9, nach Behandlung
von A-431 Zellen mit GrB-T und GrB-5. A-431 wurden mit 1 µg/ml GrB-5, 0,5 µg/ml GrB-T oder 0,5 µg/ml GrB (entsprechend jeweils
äquimolaren Mengen) in Gegenwart oder Abwesenheit von 100 µM Chloroquin kultiviert. 100 µM zVAD-fmk wurden zusammen mit den
Proteinen zugegeben, um die Aktivität endogener Caspasen zu inhibieren. Nach 14 h wurden Gesamtzellextrakte präpariert. Die Aktivität von
Caspase-3 in diesen Lysaten wurde durch Zugabe des colorimetrischen Peptidsubstrats Ac-DEVD-pNA gemessen, das bevorzugt von
Caspase-3 gespalten wird. Zur Quantifizierung der Aktivität von Caspase-8 und -9 wurden die fluorimetrischen Peptidsubstrate Ac-IETD-AFC
und Ac-LEHD-AFC verwendet. Aktivitäten wurden anhand der Freisetzung der colorimetrischen bzw. fluorimetrischen Gruppen quantifiziert.
(B) Spaltung von endogener Caspase-3 durch GrB-5 und GrB-T. Um die Spaltung von endogener Caspase-3 zu analysieren, wurden die
gleichen Extrakte wie in A elektrophoretisch getrennt und im Western blot mit einem Caspase-3 spezifischen mAk analysiert, der ein Epitop der
großen Untereinheit erkennt. (C) Schematische Darstellung der Aktivierung von Caspase-3. Caspase-3 wird in zwei Schritten aktiviert:
Zunächst wird inaktive Procaspase-3 durch aktive Caspase-3, -8, -9 oder durch GrB zwischen großer und kleiner Untereinheit gespalten
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(entstehende Fragmente: P20 und P12). In einem zweiten Schritt wird die Prodomäne autokatalytisch abgespalten. Der Caspaseninhibitor
zVAD-fmk inhibiert die Spaltung von Procaspase-3 durch andere Caspasen und blockiert auch die autokatalytische Prozessierung der
Prodomäne. Dieser Inhibitor blockiert jedoch nicht GrB. (D+E) Cytotoxische Aktivität von GrB-5 in Gegenwart von zVAD-fmk. A-431 Zellen
wurden für 14 h mit 100 ng/ml GrB-5 und 100 µM Chloroquin in Gegenwart oder Abwesenheit von 100 µM zVAD-fmk inkubiert und
mikroskopisch analysiert (E). Die Überlebensrate der Zellen bezogen auf Zellen, die nur mit Chloroquin behandelt waren, wurde durch Zugabe
von MTT quantifiziert (D).
In diesen Experimenten zeigte sich, daß trotz Hemmung der enzymatischen Aktivität endogener Caspasen
durch zVAD-fmk die Spaltung endogener Caspase-3 nach Behandlung mit GrB Fusionsproteinen nicht
verhindert werden konnte (Abb. 2.20 B). Um Spaltung von Caspase-3 nachzuweisen, wurden Lysate von
A-431 Zellen, die mit GrB-5  oder  GrB-T behandelt waren, im Western blot auf Prozessierung von
Procaspase-3 untersucht. Die Aktivierung der Caspase-3 geschieht in zwei Schritten (Abb. 2.20 C):
Zunächst wird das Proenzym (P32) zwischen großer und kleiner Untereinheit gespalten, wodurch die
beiden  P20  und  P12  Fragmente  entstehen.  In  einem  zweiten  Schritt  wird  die  Prodomäne  der  P20
Untereinheit autokatalytisch entfernt, so daß das P17 Spaltprodukt entsteht. Zwei P17 und zwei P12
Untereinheiten der Caspase-3 bilden schließlich ein enzymatisch aktives Heterotetramer.
Mit einem Caspase-3 spezifischen Antikörper, der ein Epitop in der großen Untereinheit detektiert
und so die P32, P20 und P17 Fragmente der Caspase-3 erkennt, konnten sowohl die P20 als auch die P17
Spaltprodukte in Extrakten von Zellen detektiert werden, die mit GrB-5 oder GrB-T in Gegenwart von
Chloroquin behandelt waren (Abb. 2.20 B). In Abwesenheit von Chloroquin wurde keine Spaltung von
endogener Caspase-3 beobachtet. In Gegenwart des Caspaseninhibitors zVAD-fmk in Kombination mit
den Fusionsproteinen konnte zwar die autokatalytische Prozessierung der Caspase-3 und so die Bildung
der P17 Untereinheit verhindert werden, nicht aber das Auftreten des P20 Spaltproduktes (Abb. 2.20 B).
Da die enzymatische Aktivität endogener Caspasen durch zVAD-fmk inhibiert war (Abb. 2.20 A),
kann die initiale Spaltung von Procaspase-3 (P32) und so die Entstehung des P20 Spaltproduktes nicht
durch  Aktivität  endogener  Caspasen  hervorgerufen  worden  sein.  GrB  hingegen  wird  nicht  durch
zVAD-fmk inhibiert und ist das einzige bekannte Enzym neben Caspase-3 (autokatalytisch), Caspase-8
und Caspase-9, welches Caspase-3 aktivieren kann. Diese Daten zeigen, daß die initiale Spaltung von
endogener Caspase-3 durch exogenes GrB, also durch GrB-5 und GrB-T erfolgt ist.
3.2.11 Zusammenfassung der Abschnitte 3.2.1 bis 3.2.10
Die  in  Pichia pastoris exprimierten Fusionsproteine GrB-5  und  GrB-T  sind  bifunktional.  Die  GrB
Domäne der Fusionsproteine weist eine vergleichbare enzymatische Aktivität wie nicht-fusioniertes
rekombinantes GrB auf und spaltet eine rekombinante Form der Procaspase-3. Durch die Zellbindungs-
domänen scFv(FRP5) und TGFα binden die Fusionsproteine spezifisch an die jeweiligen Zielrezeptoren
ErbB2 und EGFR auf der Oberfläche von Tumorzellen. Nach der Aufnahme der Proteine befinden sich
diese  in  vesikulären  Strukturen,  aus  denen  sie  durch  das  endosomolytische  Reagenz  Chloroquin3 Ergebnisse
93
freigesetzt werden können. Nach dieser cytosolischen Translokation weisen GrB-5 und GrB-T eine hohe
cytotoxische  Aktivität  gegenüber  etablierten  Tumorzellinien  auf,  die  den  jeweiligen  Zielrezeptor
überexprimieren, rezeptornegative Zellen hingegen sind auch bei hohen Proteinkonzentrationen nicht
sensitiv gegenüber diesen Proteinen. Die IC50 Werte der hier untersuchten Proteine liegen in Gegenwart
von Chloroquin im pico- bis nanomolaren Bereich und sind vergleichbar mit denen rekombinanter
Immuntoxine  mit  Effektordomänen  bakteriellen  oder  pflanzlichen  Ursprungs.  GrB  Fusionsproteine
aktivieren Caspase-3 durch einen direkten Mechanismus und induzieren innerhalb weniger Stunden eine
ausgeprägte apoptotische Morphologie in Zielzellen.
Um die weitere Charakterisierung von GrB-5 und GrB-T zu erleichtern, wurde in dieser Arbeit ein
Schwerpunkt darauf gelegt, die Ausbeute dieser Fusionsproteine bei der Expression in der Hefe Pichia
pastoris zu optimieren. Dadurch sollten die Voraussetzungen für die Herstellung großer Mengen an GrB
Fusionsproteinen für einen späteren Einsatz in in vivo Experimenten geschaffen werden. Während dies im
Rahmen dieser Arbeit noch nicht umfassend umgesetzt werden konnte, wurden jedoch vielversprechende
Daten gewonnen, die den grundsätzlichen Nutzen dieses Ansatzes belegen. Diese Daten sind daher im
Folgenden dargestellt.
3.3 Optimierte Expression rekombinanter Proteine in der Hefe Pichia pastoris
Die heterologe Expression rekombinanter Proteine im prokaryotischen Expressionssystem E. coli  ist
relativ einfach zu handhaben und kann zur Produktion großer Proteinmengen führen. Die Löslichkeit
solcher  heterolog  exprimierter  Proteine  ist  jedoch  häufig  gering  und  es  bilden  sich  oft  unlösliche
Proteinaggregate (Fahnert et al., 2004; Gribskov und Burgess, 1983; Ho und Middelberg, 2004). Diese
entstehen meist durch falsche Proteinfaltung, wodurch hydrophobe Bereiche des gewünschten Proteins
exponiert  sind  und  so  zur  Interaktion  mit  hydrophoben  Bereichen  anderer  Polypeptidketten  zur
Verfügung stehen (Goloubinoff et al., 1999; Jaenicke, 1998). Ein Ansatz, die Löslichkeit heterolog
exprimierter Proteine zu erhöhen, besteht darin, sie in Form von Fusionsproteinen mit einer gut löslichen
Proteindomäne als „solubilizing agent” zu exprimieren (Nygren et al., 1994; Uhlen et al., 1992). Hierzu
eingesetzte Fusionspartner sind z.B. die Glutathion S-Transferase (GST) (Tudyka und Skerra, 1997),
Thioredoxin (TRX) (LaVallie et al., 1993), Ubiquitin (Power et al., 1990), Protein A (Samuelsson et al.,
1994), DsbA (Zhang et al., 1998), Domäne 1 des IF2 von E. coli (Sorensen et al., 2003), und das Maltose
Bindungsprotein (MBP) (di Guan et al., 1988; Kapust und Waugh, 1999). Natürlicherweise ist MBP Teil
des Maltodextrin-Transportsystems im Periplasma von E. coli, wo es an der Bindung von Maltodextrinen
und deren Transport zu anderen Proteinkomplexen beteiligt ist (Ehrmann et al.,  1998).  Neben  der
Expression im Periplasma, wo MBP natürlicherweise vorkommt, kann MBP auch in großen Mengen im
bakteriellen Cytoplasma exprimiert werden. Für eine Reihe heterologer Proteine konnte gezeigt werden,3 Ergebnisse
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daß ihre Löslichkeit und Stabilität durch Fusion mit MBP erhöht wird (Hayhurst, 2000; Jacquet et al.,
1999; Pryor und Leiting, 1997; Yoda et al., 2000). Dies wird dadurch erklärt, daß MBP die korrekte
Faltung des Fusionspartners fördert. Aus diesem Grunde wurde MBP im Kontext von Fusionsproteinen
auch als Chaperon bezeichnet (Bach et al., 2001; Kapust und Waugh, 1999). Die stabilisierenden und die
Löslichkeit verbessernden Eigenschaften von MBP führen bei der heterologen Expression in E. coli
häufig zu einer Steigerung der Ausbeute an löslichem Fusionsprotein im Vergleich zum unfusioniert
exprimierten Protein. Zahlreiche Proteine können allerdings, auch in Form solcher Fusionsproteine, nicht
in funktionaler Konformation in E. coli exprimiert werden. Im Vergleich zu prokaryotischen Expressions-
systemen liegt der Vorteil eukaryotischer Systeme in der umfassenderen Fähigkeit zur Prozessierung,
Faltung und posttranslationalen Modifizierung (z. B. Glycosylierung) heterolog exprimierter Proteine. Im
Gegensatz zu höheren Eukaryoten, in denen oft nur geringe Mengen heterolog exprimierter Proteine
hergestellt werden können, stellen Hefen ideale Organismen zur Expression rekombinanter Proteine in
großen Mengen dar [Übersicht: (Cereghino und Cregg, 2000; Cregg et al., 2000)]. Neben der Bäckerhefe
Saccharomyces  cerevisiae wird auch die methylotrophe Hefe Pichia pastoris eingesetzt, da sie einen
starken induzierbaren Promotor besitzt, der zur Steuerung der Expression verwendet werden kann. Durch
Nutzung des starken aox1 Promotors in Pichia  pastoris (vgl. Abschnitt 3.2.1) wird es möglich, im
Vergleich zu Saccharomyces cerevisiae, der ein ähnlich gut induzierbarer Promotor fehlt, rekombinante
Proteine in deutlich größeren Mengen zu exprimieren (Buckholz und Gleeson, 1991).
In Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die stabilisierenden und Löslichkeit verbessernden Eigen-
schaften der „solubilizing agents” auf das Pichia pastoris Expressionssystem zu übertragen. Letztendlich
sollte damit die Voraussetzung für die Herstellung großer Mengen an GrB Fusionsproteinen für einen
späteren Einsatz in in vivo Experimenten geschaffen werden. Während dies im Rahmen dieser Arbeit
noch nicht umfassend umgesetzt werden konnte, wurden jedoch am Beispiel von nicht fusioniertem GrB
und einem Fragment der extrazellulären Domäne von ErbB2 vielversprechende Daten gewonnen, die den
grundsätzlichen Nutzen dieses Ansatzes belegen.
Ein Nachteil der Fusion von Proteinen mit heterologen Proteindomänen, die die Löslichkeit er-
höhen, ist die mögliche Beeinflussung der biologischen Aktivität des Fusionspartners. Aus diesem
Grunde werden „solubilizing agents“ häufig nach der Proteinexpression und -reinigung durch Zugabe
spezifischer  Proteasen  abgespalten.  Hierzu  werden  Protease-Erkennungssequenzen  zwischen
„solubilizing  agent”  und  Fusionspartner  eingefügt.  „solubilizing  agent”,  ungespaltenes  Protein  und
zugesetzte Proteasen  müssen  dann  in  weiteren  Reinigungsschritten  getrennt  werden.  Um  dies  zu
umgehen, wurde in dieser Arbeit versucht, eine endogene, im sekretorischen Weg von Pichia pastoris
vorhandene  Protease  zu  nutzen,  um  die  Proteindomäne,  die  als  „solubilizing  agent”  wirkt,  bereits
während der Sekretion in vivo vom Fusionspartner zu trennen.
Um  das  Protein  in  den  sekretorischen  Weg  zu  leiten,  wurde  das  bereits  in  Abschnitt  3.2.1
beschriebene α-Faktor Sekretionssignal von Saccharomyces cerevisiae eingesetzt, das in Pichia pastoris
die Sekretion angehängter Polypeptidketten in den Kulturüberstand bewirkt. Während der Sekretion wird3 Ergebnisse
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das Sekretionssignal durch die endogene Pichia Protease Kexin (KEX2) abgespalten. Kexin gehört zu
einer Familie von Endoproteasen, die Homologie zu bakteriellen Subtilisinen und Subtilisin-ähnlichen
Proteasen der Säugetiere aufweisen. Diese Endoproteasen spalten ihre Substrate C-terminal von gepaarten
basischen  Aminosäuren  (Fuller  et al.,  1989).  Ein  humaner  Vertreter  dieser  Proteinfamilie  ist  die
Endoprotease Furin. Furin vermittelt die Reifung vieler Vorläuferproteine, wie des Insulin Prorezeptors,
des HIV gp160 Glycoproteins, des Ebolavirus Glycoproteins und des Anthrax protektiven Antigens
(Rockwell und Thorner, 2004). Mit Hilfe biochemischer Methoden wurde eine synthetische, optimale
Furin-Erkennungssequenz identifiziert (Krysan et al., 1999). Die optimierte Furin Erkennungssequenz
sollte aufgrund der Homologie von Furin zu der Pichia Endoprotease Kexin auch ein gutes Substrat für
diese Protease im sekretorischen Weg von Pichia pastoris darstellen.
Um  zu  untersuchen,  ob  das  „solubilizing  agent”  während  der  Sekretion  in  Pichia  pastoris
exprimierter Proteine durch eine endogene proteolytische Aktivität abgespalten werden kann, wurde ein
Expressionskonstrukt bestehend aus MBP als „solubilizing agent” und ErbB21-222 als Modellprotein
hergestellt. Als Proteaseschnittstelle wurde die optimierte Erkennungssequenz der Endoprotease Furin
verwendet, die in den Expressionskonstrukten zwischen „solubilizing agent” und ErbB21-222 lokalisiert ist.
ErbB21-222  wurde  ausgewählt,  da  es  grundsätzlich  in  der  Hefe  Pichia  pastoris  exprimierbar  ist
(Gerstmayer, 1997) und auch im Rahmen dieser Arbeit als rekombinantes Protein eingesetzt wurde
(Abschnitt 3.1.2+3.2.6). Das Expressionskonstrukt pPIC9-ErbB21-222  (Gerstmayer, 1997),  welches  in
früheren Arbeiten zur Expression von ErbB21-222 in Hefe eingesetzt wurde, diente als Referenzkonstrukt.
Daneben wurde ein entsprechend aufgebautes Konstrukt abgeleitet, das die Sequenz von reifem GrB
enthält.  Es  wurde  untersucht,  ob  sich  das  hier  modifizierte  Pichia  Expressionssystem  auch  zur
Generierung von enzymatisch aktivem GrB eignet. Dies ist eine Grundvoraussetzung für die spätere
Expression von bifunktionalen GrB Fusionsproteinen in diesem System. Zum Vergleich wurde ein
Konstrukt zur Expression von GrB als N-terminales Fusionsprotein mit GST als „solubilizing agent“
konstruiert. Die verwendeten Expressionskonstrukte sind schematisch in Abb. 3.21 gezeigt. Anhand der
Modellproteine wurden im Rahmen dieser Arbeit zunächst folgende Fragestellungen untersucht:
  Ist durch die Fusion des „solubilizing agent” MBP in Pichia pastoris eine Ausbeutesteigerung an
löslichem Protein möglich?
  Ist  es  möglich,  durch  Verwendung  der  Furin-Erkennungssequenz  das  „solubilizing  agent”
während der Sekretion rekombinanter Proteine in den Kulturüberstand durch Nutzung einer
endogenen proteolytischen Aktivität in vivo vom gewünschten Produkt zu trennen?
3.3.1 Modifizierte Expressionskonstrukte zur Expression von ErbB21-222 und GrB in Pichia pastoris
Zur Herstellung von Plasmiden für die Expression des N-terminalen Fragments des humanen ErbB2
(ErbB21-222) wurde ein MBP-furS PCR Fragment generiert. Dazu wurden die Primer 5’NdeI-MBP und
3’XhoI-SalI-furS-MBP verwendet. Das Plasmid pMAL-NN-EGFP (Bach et  al., 2001),  das  die  MBP
Sequenz des Plasmids pMALc (New England Biolabs) enthält, diente bei der Reaktion als „template“.3 Ergebnisse
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Die Sequenz, die für die optimierte Furin-Erkennungssequenz kodiert (Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg-Ser)
(Krysan et al., 1999), wurde mit Hilfe des 3’ Primers an das 3’ Ende der MBP Sequenz angefügt. Zudem
wurden mit diesen Primern SalI und XhoI Schnittstellen zur Insertion des ErbB21-222 Fragments eingefügt.
Das resultierende PCR-Fragment wurde mit NdeI und XhoI geschnitten und in die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen des Plasmids pBIIKS-MH (Gerstmayer, 1997) eingesetzt. Das so gewonnene
Plasmid wurde mit pBIIKS-MBP-furS bezeichnet. Die Sequenz des humanen ErbB21-222 wurde aus dem
Plasmid pSW5-ErbB21-222 (Rohrbach et al., 2005) als SalI XhoI Fragment erhalten und in die SalI XhoI
Schnittstellen von pBIIKS-MBP-furS inseriert. Mit den Enzymen AvrII und NotI wurde die Sequenz
kodierend  für  MBP-furS-ErbB21-222  aus  diesem  Plasmid  ausgeschnitten  und  in  die  entsprechenden
Schnittstellen des Hefeexpressionsvektors pPIC9 inseriert. Der resultierende Expressionsvektor pPIC9-
MBP-furS-ErbB21-222 ist schematisch in Abb. 3.21 B dargestellt. Das Plasmid pPIC9-ErbB21-222, das als
Referenz für die Expression von unfusioniertem ErbB2 diente, ist analog aufgebaut (Gerstmayer, 1997).
Abb. 3.21  Konstrukte zur Expression von GrB (Aminosäuren 21-247) (A) und ErbB2 (Aminosäuren 1-222) (B). ErbB21-222 oder GrB
wurden entweder als unfusionierte Proteine, oder als Fusionsproteine mit dem Escherichia coli „maltose binding protein” (MBP) oder der
Schistosoma  japonicum Glutathion S-Transferase  (GST)  exprimiert.  Alle  Expressionskonstrukte  enthalten  das  N-terminale α-Faktor
Signalpeptid, das die Sekretion der Proteine in den Kulturüberstand bewirkt. Um in vivo die Prozessierung der Fusionsproteine durch die Pichia
Protease KEX2 zu ermöglichen, enthalten die Proteine zwischen MBP bzw. GST Domäne und dem jeweiligen Fusionspartner eine optimierte
Proteaseschnittstelle der Endopeptidase Furin (furS, Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg-Ser). Zusätzlich enthalten die Konstrukte am C-Terminus einen
Hexahistidin-tag (H) und ein Epitop des mAk 9E10 (M) bzw. des mAk SWA11 (S).
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AOX
AOX
A
B
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M H GrB MBP furS MBP-furS-GrB
AOX
M H GrB GST furS GST-furS-GrB
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Zur Herstellung der GrB Expressionskonstrukte wurde ein für furS-GrB kodierendes PCR-Fragment mit
den  Oligonukleotidprimern 5'XbaI-furS-GrB  und  3'XhoI-STOP-His  und  dem  Plasmid  pPIC9-GrB
(Giesübel, 2003) als „template“ generiert. Das Amplifikat wurde mit XbaI und XhoI geschnitten und in
die entsprechenden Schnittstellen des Plasmids pBIIKS-MH inseriert. Die Sequenzen, die für MBP oder
GST  kodieren,  wurden  ebenfalls  als  PCR  Fragmente  erhalten.  Dazu  wurden  die  Primerpaare
5’NdeI-MBP / 3'XbaI-MBP bzw. 5’NdeI-GST / 3’XbaI-GST und die Plasmide pMAL-NN-EGFP bzw.
pGEX-4T-1  (Amersham,  Freiburg)  als  „template“  verwendet.  Die  MBP  und  GST  PCR-Fragmente
wurden in die NdeI und XbaI Restriktionsschnittstellen von pBIIKS-furS-GrB-MH inseriert. Aus den
resultierenden Plasmiden wurden die MBP-furS-GrB-MH und GST-furS-GrB-MH Fragmente mit den
Enzymen  AvrII und NotI herausgeschnitten und in die entsprechenden Restriktionsschnittstellen von
pPIC9  inseriert,  wodurch  die  Expressionsvektoren  pPIC9-MBP-furS-GrB  und  pPIC9-GST-furS-GrB
entstanden (Abb. 3.21 A).
3.3.2 Analyse des verstärkenden Effekts der MBP-furS Proteindomäne auf die Expression von GrB und
ErbB21-222 in der Hefe Pichia pastoris
Zur Expression wurden Pichia  pastoris GS115 Zellen mit den linearisierten Expressionskonstrukten
pPIC9-ErbB21-222,  pPIC9-MBP-furS-ErbB21-222,  pPIC9-GrB,  pPIC9-MBP-furS-GrB  und  pPIC9-GST-
furS-GrB transformiert, und positive Klone wurden, wie im Abschnitt 2.2.7 beschrieben, selektioniert.
Für  jeweils  acht  Hefeklone  wurde  die  Expression  von  ErbB21-222  (Daten  nicht  gezeigt)  und  GrB
(Abb. 3.22 A) im Western blot nach viertägiger Induktion mit ErbB2 bzw. GrB spezifischen Antikörpern
analysiert. Für jedes Expressionskonstrukt wurde ein Klon, der ein repräsentatives Expressionsniveau
zeigte, ausgewählt und für die weiteren Expressionsanalysen verwendet (ausgewählte Klone sind in
Abb. 3.22 A mit * markiert). Mit diesen Klonen wurden wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben Expressions-
kulturen im größeren Maßstab angeimpft. Als Referenzkonstrukt zur Expression von GrB diente in den
folgenden Experimenten ein mit pPIC9-GrB transformierter Klon, der in früheren Expressionsanalysen
ausgewählt wurde, weil er ein besonders hohes Expressionsniveau aufwies (Giesübel, 2003).
Überstände der Expressionskulturen wurden im Western blot auf ErbB21-222- (Daten nicht gezeigt)
bzw. GrB-Expression (Abb. 3.22 B) untersucht. Die von mit pPIC9-GrB, pPIC9-MBP-furS-GrB  und
pPIC9-GST-furS-GrB transformierten Hefeklonen exprimierten Proteine waren jeweils als eine einzelne
Bande bei etwa 40 kDa detektierbar (Abb. 3.22 B). Dies zeigt, daß GST-furS-GrB und MBP-furS-GrB
Fusionsproteine  vollständig  prozessiert  wurden.  Das  theoretische  Molekulargewicht  der  nicht-
prozessierten Proteine beträgt 71 kDa für MBP-furS-GrB, 56 kDa für GST-furS-GrB und 29 kDa für
unfusioniertes GrB. Wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, wird GrB in der Hefe Pichia  pastoris als
Glycoprotein mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 40 kDa (Giesübel, 2003) synthetisiert.
Vergleichbare Daten wurden auch mit ErbB21-222 und MBP-furS-ErbB21-222 Expressionskonstrukten
erhalten. Mit dem ErbB21-222 spezifischen mAk FRP5 war in Kulturüberständen beider Klone jeweils nur
eine Bande mit identischem Molekulargewicht detektierbar, die dem apparenten Molekulargewicht von3 Ergebnisse
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glycosyliertem ErbB21-222 entspricht (vgl. 3.23 A).
Die Menge an GrB in den Kulturüberständen der verschiedenen Hefeklone unterschied sich bei den
durchgeführten  Expressionsanalysen  erheblich.  Das  MBP-furS-GrB  Expressionskonstrukt  lieferte
deutlich größere Mengen an rekombinantem Protein als mit dem herkömmlichen Expressionskonstrukt
(Referenzkonstrukt) erhalten wurden (Abb. 3.22 B). Das GST-furS-GrB Expressionskonstrukt hingegen
lieferte  deutlich  geringere  Proteinmengen  als  das  Referenzkonstrukt.  Vergleichbare  Daten  wurden
ebenfalls  bei  der  ErbB21-222  Expression  mit  den  Expressionskonstrukten  MBP-fur-ErbB21-222  und
ErbB21-222 (Referenzkonstrukt) erhalten (vg. 3.23 A). Auch hier bewirkte die MBP-furS Domäne am
N-Terminus des ErbB21-222 eine deutliche Steigerung der Ausbeute an prozessiertem ErbB21-222.
Abb. 3.22  Expressionsanalysen. (A) Kulturüberstände verschiedener Pichia pastoris Expressionsklone, die mit pPIC9-GrB, pPIC9-GST-
furS-GrB oder pPIC9-MBP-furS-GrB transformiert waren. Überstände nach viertägiger Induktion wurden im Western blot mit dem GrB
spezifischen mAk 2C5 analysiert. In jeder Spur wurde Kulturüberstand eines Klons aufgetragen. Klone, die mit einem Stern markiert sind,
wurden für alle nachfolgenden Experimente verwendet. (B) Vergleich  des  Expressionsniveaus  von  Hefeklonen,  die  mit  pPIC9-GrB,
pPIC9-GST-furS-GrB oder pPIC9-MBP-furS-GrB transformiert sind. Weitere Erläuterungen im Text.
Um diese durch die MBP-furS Domäne hervorgerufene Ausbeutesteigerung zu quantifizieren, wurden
erneut  Expressionskulturen  mit  den  zuvor  verwendeten  Hefeklonen  angeimpft  und,  wie  zuvor
beschrieben, kultiviert und induziert. Täglich wurden Proben zur Messung der Zelldichte und zur Analyse
der Proteinexpression entnommen. Die Proben wurden abzentrifugiert und GrB bzw. ErbB21-222 in diesen
Überständen wurden im Western blot mit den mAk 2C5 bzw. FRP5 detektiert (Abb. 3.23 A). Die auf den
Röntgenfilmen sichtbaren Banden wurden mit dem Programm ImageJ 1.32j (NCBI) durch Bestimmung
der mittleren Grauwerte (MGV, „mean gray values”) quantifiziert. Die in Abb. 3.23 B genannten Werte
wurden  relativ  zu  den  Werten  berechnet,  die  mit  den  pPIC9-MBP-furS-GrB  bzw.  pPIC9-MBP-
furS-ErbB21-222 Expressionsklonen am Tag vier nach Induktionsbeginn erhalten wurden (jeweils höchster
gemessener MGV, definiert als 1). Die in diesen Expressionsanalysen erhaltenen Proteinausbeuten waren
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bei den Klonen, die mit den MBP-furS Konstrukten transformiert waren, erneut deutlich höher, als bei
Klonen, die mit dem jeweiligen Referenzkonstrukt transformiert waren.
Abb. 3.23  Quantifizierung von GrB bzw. ErbB21-222 in Hefekulturüberständen. (A) Western blot Analysen. Aus Überständen von Pichia
pastoris Expressionskulturen, die mit pPIC9-GrB, pPIC9-GST-furS-GrB, pPIC9-MBP-furS-GrB, pPIC9-ErbB21-222  oder  pPIC9-MBP-furS-
ErbB21-222 transformiert waren, wurden alle 24 h Proben entnommen. Sekretiertes GrB und ErbB21-222 wurde im Western blot mit dem GrB
spezifischen mAk 2C5 oder dem ErbB2 spezifischen mAk FRP5 detektiert. (B) Quantifizierung der Proteinmengen. Die Proteinmengen in
Kulturüberständen wurden anhand der Bandenintensitäten der Western blots mit dem Programm ImageJ 1.32 (NCBI) durch Messung
mittlerer Grauwerte („mean gray values”) quantifiziert. Die gemessenen Werte wurden relativ zu den Werten berechnet, die mit dem jeweiligen
MBP-furS Expressionskonstrukten am Tag vier nach der Induktion erhalten wurden (höchstes Expressionsniveau als 1 definiert).
Mit pPIC9-MBP-furS-GrB transformierte Klone lieferten nach dreitägiger Induktion eine etwa neunfach
höhere GrB Proteinmenge. Nach viertägiger Induktion wurde eine Ausbeutesteigerung um den Faktor
sieben gemessen. Die sehr geringe Proteinausbeute, die das GST-furS-GrB Expressionskonstrukt lieferte
(Abb. 3.23 A), lag bei den verwendeten Einstellungen der Software unterhalb der Nachweisgrenze. Der
MBP-furS-ErbB21-222 Expressionsklon lieferte nach dreitägiger Induktion etwa die vierfache ErbB21-222
Menge, nach vier Tagen etwa die dreifache Menge. Die hier eingesetzte Methode, Proteinmengen in
Hefekulturüberständen miteinander zu vergleichen, wird dadurch eingeschränkt, daß starke Signale zu
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einer maximalen Schwärzung des Films führen (Sättigung). Diese Signale können nicht weiter verstärkt
werden, und die bestimmten Werte werden als zu klein gemessen. Daher erscheinen die nach dreitägiger
Induktion  bestimmten  relativen  Werte  zuverlässiger  als  die  Werte,  die  nach  viertägiger  Induktion
gemessen wurden.
Die Expressionsverstärkung von GrB und ErbB21-222 bei der heterologen Expression dieser Proteine
in der Hefe Pichia  pastoris  hing  hierbei,  wie  in  Abb. 3.24  gezeigt,  nicht  von  unterschiedlichen
Wachstumskinetiken  der  jeweiligen  Hefeklone  ab.  Die  Messung  der  Zelldichten  zeigte,  daß  das
Wachstum der verwendeten Hefeklone im induzierten Zustand identisch war.
Abb. 3.24  Wachstumskinetiken der Expressionsklone. Aus Überständen von Pichia pastoris Expressionsklonen, die mit pPIC9-GrB,
pPIC9-GST-furS-GrB, pPIC9-MBP-furS-GrB, pPIC9-ErbB21-222 oder pPIC9-MBP-furS-ErbB21-222 transformiert waren, wurden alle 24 h Proben
entnommen und die OD600 gemessen.
Die oben dargestellten Daten zeigen, daß die MBP Domäne in der Hefe Pichia  pastoris  zu  einer
deutlichen Steigerung der Ausbeute von löslichem GrB und ErbB21-222 verwendet werden kann. Die MBP
Domäne konnte dabei durch Nutzung einer endogen kodierten Protease vollständig vom Fusionspartner
getrennt werden. So entfällt der potentielle Nachteil, der sich durch MBP Fusion ergibt, nämlich die
Notwendigkeit der Abspaltung der MBP Domäne in vitro mit anschließender Proteinreinigung. Dieses
Prinzip der Ausbeutesteigerung, nämlich die N-terminale Fusion eines „solubilizing agent“, das post-
translational in vivo durch Nutzung einer endogen kodierten Protease abgespalten wird, wurde meiner
Kenntnis nach in dieser Arbeit erstmals verwendet und könnte eine breit anwendbare, neue Strategie der
Ausbeutesteigerung bei der Expression rekombinanter Proteine darstellen.
In Western blot Analysen der Hefekulturüberstände mit Antikörpern, die die MBP bzw. GST
Domänen der GrB Fusionsproteine detektieren, wurden diese Domänen als jeweils eine Bande mit
apparenten  Molekulargewichten  von  etwa  25  bzw.  40  kDa  detektiert  (Abb. 3.25).  Die  aus  den
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Primärsequenzen berechneten Molekulargewichte betragen 40,6 kDa (MBP) bzw. 25,7 kDa (GST). Diese
Daten zeigen, daß beide Proteindomänen in den Kulturüberstand sekretiert wurden und, wie schon zuvor
mit dem GrB spezifischen mAk demonstriert wurde, vollständig von der GrB Proteindomäne getrennt
waren. Unprozessierte Fusionsproteine konnten nicht detektiert werden.
Abb. 3.25  Western  blot  Analysen  von  Hefekulturüberständen  der  GrB  Expressionsklone. Die  Sekretion  der  GST  und  MBP
Proteindomänen durch die mit den GrB Expressionskonstrukten transformierten Hefeklone wurde in Western blot Analysen mit einem GST- (A)
bzw. MBP spezifischen (B) Antikörper untersucht.
3.3.3 Analyse der Pichia pastoris Expressionsklone
Die um ein Vielfaches erhöhten Ausbeuten, die durch N-terminale Fusion der MBP-furS Domäne an GrB
oder ErbB21-222 erreicht werden konnten, zeigen, daß diese Domäne als Expressionsverstärker im Kontext
der hier konstruierten Fusionsproteine agiert. Um zu untersuchen, ob sich dieser Effekt der MBP-furS
Domäne  auf  Ebene  der  Transkription,  der  Translation  oder  posttranslational  vollzieht,  wurde  die
Expression von GrB mRNA in den verwendeten Hefeklonen bestimmt. Hierfür wurden quantitative
TaqMan PCR Analysen etabliert und durchgeführt. Gesamt-RNA wurde aus Pichia pastoris Expressions-
kulturen präpariert, die für einen Tag in Gegenwart von 1 % MeOH induziert waren. cDNAs wurden
hergestellt und per TaqMan PCR in einem Abi PRISM 7700 „sequence detection system” quantifiziert.
Plasmidverdünnungsreihen mit definierter Kopienzahl für GrB und GAPDH als „housekeeping gene”,
das hier zur Normalisierung verwendet wurde, wurden simultan mit den Hefeproben analysiert. Die
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ermittelten GrB/GAPDH mRNA Verhältnisse sind in Abb. 3.26 dargestellt. Klone, die mit den GrB
Fusionskonstrukten (pPIC9-MBP-furS-GrB und pPIC9-GST-furS-GrB) transformiert waren, zeigten im
Vergleich  zum  Referenzklon  (pPIC9-GrB)  leicht  erhöhte  relative  GrB  mRNA  Level.  Der
pPIC9-GST-furS-GrB Expressionsklon wies dabei das höchste GrB/GAPDH mRNA Verhältnis auf,
jedoch die geringste GrB Expression (Abb. 3.23 B). Diese Daten zeigen, daß die beobachteten starken
Unterschiede bezüglich der Expression von GrB nicht mit den leicht unterschiedlichen GrB mRNA
Levels korrelieren, ein transkriptioneller Effekt der MBP-furS Domäne also ausgeschlossen werden kann.
Dies bedeutet, daß die MBP-furS Domäne auf Ebene der Translation oder posttranslational agiert.
Abb. 3.26  Quantifizierung der GrB mRNA Expression in Hefeklonen. GrB mRNA der Hefeexpressionsklone wurde in quantitativen
TaqMan PCR Analysen gemessen. RNA aus Hefe-Expressionskulturen, die für 1 Tag induziert waren, wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mit einem Abi PRISM 7700 „sequence detection system” analysiert. Absolute Kopienzahlen wurden durch die simultane Analyse von GrB
und GAPDH Plasmidverdünnungsreihen mit definierten Kopienzahlen bestimmt. Gemessene absolute Kopienzahlen von GrB wurden jeweils
auf GAPDH Kopienzahlen normalisiert.
MBP  kann  im  Kontext  von  Fusionsproteinen  als  Chaperon  wirken,  da  es  bei  der  Expression  von
Fusionsproteinen in E. coli  die  Löslichkeit  und  Stabilität  von  Fusionspartnern  erhöht.  Wenn  diese
Chaperonaktivität des MBP auch bei der Expression von Fusionsproteinen in Pichia pastoris besteht, sind
höhere Ausbeuten an löslichem Fusionsprotein in Hefekulturüberständen zu erwarten als in Kulturen, die
das gleiche Protein in nicht-fusionierter Form exprimieren. Dies wurde für beide im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Proteine MBP-furS-GrB und MBP-furS-ErbB21-222 beobachtet. Proteine, die durch
Exocytose sekretiert werden, werden in die Membran oder in das Lumen des ER importiert und von dort
zum Golgi Apparat transportiert, von wo aus der weitere Transport zur Cytoplasmamembran erfolgt. Für
den vesikulären Transport müssen die Proteine korrekt gefaltet sein. Das zelluläre System, das die
Faltung von Proteinen überwacht, wird als „ER quality control” bezeichnet und ist in allen Eukaryoten,
also auch in Hefen vorhanden (Ellgaard und Helenius, 2003; Kostova und Wolf, 2003). Falsch gefaltete
Proteine  werden  im  ER  zurückgehalten  und  akkumulieren  dort  oder  werden  durch  das  Ubiquitin-
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Proteasom System abgebaut.
Um zu untersuchen, ob GrB in Hefezellen akkumuliert, wurden Western blot Analysen mit Lysaten
der Hefezellen durchgeführt (Abb. 3 27). Dabei konnten große Mengen an intrazellulärem GrB in der
Expressionskultur beobachtet werden, in der GrB als unfusioniertes Protein exprimiert wurde. Mit dem
GrB spezifischen mAk 2C5 wurden zwei Banden bei 44 kDa und 53 kDa gefärbt, die sehr wahrscheinlich
der prozessierten glycosylierten Form des GrB (Bande bei 44 kDa) und der nicht-prozessierten Form des
glycosylierten GrB (α-GrB, Bande bei 53 kDa) entsprechen (Das theoretische Molekulargewicht des
α-Faktor Sekretionssignals beträgt 9 kDa).
Abb. 3.27  Western  blot Analyse  von  Hefezellysaten.  Zellysate  von  induzierten  GrB-Expressionskulturen,  die  mit  pPIC9-GrB,
pPIC9-MBP-furS-GrB bzw. pPIC9-GST-furS-GrB transformiert waren, wurden im Western blot mit dem GrB spezifischen mAk 2C5 analysiert.
Diese  Proteinakkumulation  in  der  Hefe  trägt  damit  zu  einer  verringerten  GrB  Menge  in  den
Kulturüberständen bei. Im Falle der GST-furS-GrB und MBP-furS-GrB Fusionskonstrukte hingegen war
eine Akkumulation von GrB im Inneren der Zellen nicht detektierbar (Abb. 3.27). Dies ist eine mögliche
Erklärung  für  die  Ausbeutesteigerung  vermittelt  durch  die  MBP-furS  Domäne.  Unprozessierte
MBP-furS-GrB  und  GST-furS-GrB  Proteine  waren  nur  in  sehr  geringen  Mengen  in  den  Zellysaten
vorhanden.
Diese Daten legen nahe, daß die MBP-furS Domäne die korrekte Faltung der GrB Domäne fördert
und hierdurch eine effiziente Sekretion ermöglicht. MBP weist also sehr wahrscheinlich auch in der Hefe
Pichia pastoris im Kontext von Fusionsproteinen die Eigenschaften eines Chaperons auf.
3.3.4 Enzymatische Aktivität von rekombinantem GrB exprimiert als MBP-furS Fusionsprotein
Zur Analyse der enzymatischen Aktivität von GrB, das als MBP-furS-GrB Fusionsprotein exprimiert
wurde,  wurden  Hefeüberstände  von  MBP-furS-GrB Expressionskulturen in einem colorimetrischen
Peptidspaltungsassays untersucht. Obwohl die MBP-furS Domäne bei der Expression von MBP-furS-GrB
vollständig vom Fusionspartner GrB getrennt wurde, diese Domäne also die enzymatische Aktivität von
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GrB  nicht  behindern  konnte,  war  in  den  untersuchten  Hefekulturüberständen  keine  GrB-Aktivität
nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
Da GrB unter physiologischen Bedingungen als Prä-Proenzym synthetisiert wird und erst nach der
Abspaltung  von  Signalpeptid und  inhibitorischem Dipeptid enzymatische Aktivität erlangt, lag die
Vermutung  nahe,  daß  das  Serin  innerhalb  der  furS-Sequenz,  welches  nach  Spaltung  durch  Furin
theoretisch am N-Terminus von GrB zurückbleibt (vgl. Abb. 3.28 C), die enzymatische Aktivität der
Serinprotease inhibiert.
Um dies zu untersuchen, wurde ein pPIC9-MBP-fur-GrB Expressionskonstrukt hergestellt, bei dem
das Serin innerhalb der Furin Erkennungssequenz fehlt (vgl. Abb. 3.28 C). Hierzu wurde mit Hilfe der
Primer 5'XbaI-fur-GrB und 3'XhoI-STOP-His ein fur-GrB Fragment hergestellt. Das Plasmid pPIC9-GrB
diente bei dieser Reaktion als „template“. Die weitere Konstruktion von pPIC9-MBP-fur-GrB erfolgte
analog zur Herstellung von pPIC9-MBP-furS-GrB (vgl. 3.3.1).
Kulturüberstände  von  Expressionsklonen,  die  mit  dem  pPIC9-MBP-fur-GrB  Konstrukt  trans-
formiert  waren,  wurden  nach  viertägiger  Induktion  im  Vergleich  zu  Klonen,  die  mit  pPIC9-MBP-
furS-GrB transformiert waren, im Western blot auf Expression von GrB untersucht (Abb. 3.28 A+B).
Zudem  wurde  die  enzymatische  Aktivität  von  GrB  in  den  Hefekulturüberständen  jeweils  eines
Expressionsklons in einem colorimetrischen Peptidspaltungsassay mit dem synthetischen GrB-Substrat
Ac-IETD-pNA  untersucht.  Wie  in  Abb. 3.28 D  gezeigt,  war  GrB  Aktivität  nur  im  Überstand  des
Expressionsklons meßbar, der mit dem pPIC9-MBP-fur-GrB Konstrukt transformiert war. Da sich beide
Expressionskonstrukte  nur  durch  Präsenz  des  Serins  innerhalb  der  Furin-Erkennungssequenz
unterscheiden, bedeutet dies, daß das Serin die enzymatische Aktivität von GrB vollständig inhibiert. Die
Deletion des Serins innerhalb der Furin-Erkennungssequenz führte zwar zur Generierung vergleichbar
hoher Proteinmengen bei der Expression von GrB, die Spaltung innerhalb der Furin-Erkennungssequenz
erfolgte aber nicht mehr vollständig (Abb. 3.28 B). Im Western blot war neben dem prozessiertem GrB
auch  ein  deutlicher  Anteil  an  unprozessiertem  MBP-fur-GrB  mit  einem  GrB  spezifischen  mAk
detektierbar (Abb. 3.28, offener Pfeil).
Dies  deutet  darauf  hin,  daß  die  fur-Sequenz,  in  der  das  Serin  fehlt,  keine  optimale
Erkennungssequenz mehr für das Pichia Furin-Homolog darstellt. Vergleichbare Ergebnisse wurden in
dieser Arbeit auch mit anderen Expressionskonstrukten erzielt, in denen die MBP-Domäne durch eine
irrelevante Proteindomäne ersetzt ist (Daten nicht gezeigt). Im Falle dieser Proteine war die enzymatische
Aktivität des exprimierten GrB ebenfalls nur dann meßbar, wenn die verwendete Furin-Erkennungs-
sequenz kein Serin N-terminal von GrB enthielt (Daten nicht gezeigt).
3.3.5 Zusammenfassung der Abschnitte 3.3.1 bis 3.3.4
In  diesem  Teil  der  Arbeit  wurde  ein  Expressionssystem  etabliert,  in  dem  die  stabilisierenden  und
Löslichkeit verbessernden Eigenschaften von MBP, das in E. coli im Kontext von Fusionsproteinen als
Chaperon agiert, in Pichia pastoris genutzt wurden. Die Expression der Fusionsproteine MBP-furS-GrB3 Ergebnisse
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und MBP-furS-ErbB21-222 in Pichia  pastoris lieferte um ein Vielfaches gesteigerte Proteinmengen im
Vergleich zu Referenzkonstrukten, die in unfusionierter Form exprimiert wurden.
Abb. 3.28  Einfluß unterschiedlicher Furin-Erkennungssequenzen auf Prozessierung und enzymatische Aktivität von GrB Fusions-
proteinen. (A+B) Kulturüberstände  verschiedener  Pichia  pastoris  Expressionsklone  transformiert  mit  pPIC9-MBP-furS-GrB (A)  oder
pPIC9-MBP-fur-GrB (B) wurden nach viertägiger Induktion im Western blot mit dem GrB spezifischen mAk 2C5 analysiert. Überstände der
Klone, die mit einem Stern markiert sind, wurden für den nachfolgenden Enzymaktivitätsassay eingesetzt. (C) Aminosäuresequenzen der
verwendeten Furin-Spaltstellen. Die in den Expressionskonstrukten pPIC9-MBP-furS-GrB und pPIC9-MBP-fur-GrB verwendeten Furin-
Erkennungssequenzen (furS, fur) sowie die minimale Erkennungssequenz von Furin (minimale ES) sind im Dreibuchstabencode angegeben.
Die Sequenz von reifem GrB beginnt mit Ile-Ile (rot). Die theoretische Spaltstelle, an der die Proteine im sekretorischen Weg der Hefe durch
das Furin Homolog Kexin prozessiert werden, ist mit einem roten Pfeil markiert. (D) Analyse der enzymatischen Aktivität von GrB in
Kulturüberständen. Die enzymatische Aktivität von GrB in Hefekulturüberständen der in A+B mit einem Stern markierten Hefeklone wurde in
einem colorimetrischen Peptidspaltungsassay untersucht. Dazu wurden in einem Volumen von 100 µl 200 µM des Peptidsubstrat Ac-IETD-pNA
für 4 h mit jeweils 20 µl Kulturüberstand inkubiert und entstehendes Spaltprodukt durch Messung der Absorption bei 405 nm quantifiziert.
Kulturüberstand eines Hefeklons, der mit dem leeren Vektor pPIC9 transformiert war, diente als Kontrolle.
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Durch Verwendung der Furin-Erkennungssequenz furS, die in den Expressionskonstrukten zwischen
MBP und GrB bzw. ErbB21-222 Domäne eingefügt war, erfolgte eine vollständige Prozessierung der
Fusionsproteine innerhalb dieser Sequenz. In Western blot Analysen war in Hefekulturüberständen
ausschließlich prozessiertes GrB bzw. ErbB21-222 detektierbar.
Quantitative Analysen der mRNA Expression in Hefeklonen zeigten, daß die beobachteten starken
Unterschiede bezüglich der Expression von GrB nicht mit den leicht unterschiedlichen GrB mRNA
Niveaus  korrelieren,  was  bedeutet,  daß  die  MBP-furS  Domäne  auf  Ebene  der  Translation  oder
posttranslational agiert. Die Analyse von Zellysaten des pPIC9-GrB Expressionsklons zeigte, daß GrB
intrazellulär akkumuliert, und die Proteinsekretion durch diesen Klon nicht so effizient ist, wie durch
Klone,  die  mit  MBP-furS-GrB  bzw.  GST-furS-GrB transformiert waren. Obwohl MBP-furS-GrB  in
Hefekulturüberständen  als  vollständig  prozessiertes  Protein  vorlag,  wies  es  keinerlei  enzymatische
Aktivität auf. Deletion des Serins innerhalb der Furin-Erkennungssequenz führte zur Expression großer
Mengen von enzymatisch aktivem GrB, das allerdings innerhalb der Furin-Erkennungssequenz nicht
mehr vollständig gespalten wurde. Sehr wahrscheinlich hemmt das am N-Terminus von GrB verbleibende
Serin der Furin-Erkennungssequenz  die  enzymatische  Aktivität  der  Serinprotease.  Aufgrund  dieser
Einschränkung von MBP-furS Fusionsproteinen, die sich bei der Expression von GrB ergibt, wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter versucht, dieses Verfahren auch zur Steigerung der Ausbeute von GrB
Fusionsproteinen zu verwenden.
Generell  könnte  dieses  Expressionssystem  allerdings  dazu  geeignet  sein,  um  die  Ausbeute
rekombinanter Proteine bei der heterologen Expression in Pichia pastoris um ein Vielfaches zu steigern,
sofern ein Serin am N-Terminus des herzustellenden Proteins tolerierbar ist. Weitere Daten, die im
Rahmen dieser Arbeit sowie in Zusammenarbeit mit Dr. Robert Weth in unserer Arbeitsgruppe erarbeitet
wurden, deuten darauf hin, daß das hier entwickelte System auch bei der Expression rekombinanter
Proteine in E. coli sowie in Säugerzellen zu einer deutlichen Ausbeutesteigerung bei gleichzeitiger in vivo
Prozessierung der MBP-Domäne führen kann (Daten nicht gezeigt).
3.4 AIF als Effektor in apoptoseinduzierenden Antikörperfusionsproteinen
Im Abschnitt 3.2 dieser Arbeit wurde die Serinprotease GrB als Effektor in Antikörper- und Wachstums-
faktorfusionsproteinen eingesetzt. Die Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T weisen eine hohe spezifische
cytotoxische Aktivität gegenüber Zielzellen auf, die den jeweiligen Zielrezeptor auf der Zelloberfläche
exprimieren. Induktion von Apoptose durch GrB erfolgt durch die Aktivierung von Caspasen. Diese
Aktivierung ist jedoch nicht zwingend erforderlich für die cytotoxische Aktivität. GrB induziert Apoptose
an  verschiedenen  zentralen  Punkten  apoptotischer  Signalkaskaden  und  umgeht  damit  die  meisten
Regulationsmechanismen,  die  in  Tumorzellen  dysreguliert  sein  können.  Auch  bei  Inhibition  oder3 Ergebnisse
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Inaktivierung von Caspasen durch Tumorzellen induziert GrB Apoptose in Caspasen unabhängiger Weise
(vgl. 1.4.3).
Bei der klassischen Chemotherapie hingegen hängt die Effektivität einer antitumoralen Therapie
auch von der Fähigkeit des verwendeten Cytostatikums ab, Caspasen zu aktivieren (Lockshin, 2004).
Eine Konsequenz hiervon ist, daß die Inhibition oder Inaktivierung von Caspasen in Tumorzellen zur
Therapieresistenz beiträgt (Faderl und Estrov, 2001; Fulda und Debatin, 2002; Svingen et al., 2000).
Resistenz gegenüber Cytostatika wird z. B. durch verminderte Expression einzelner Caspasen
durch Tumorzellen vermittelt (Estrov et al., 1998; Fulda et al., 2001a; Fulda et al., 2001b; Koomagi und
Volm, 2000; Teitz et al., 2000). MCF-7 Mammakarzinomzellen beispielsweise sind Caspase-3 defizient,
da sie eine Mutation im Exon 3 des Caspase-3 Gens tragen, die zu einem Rasterschub führt (Janicke et
al., 1998). MCF-7 Zellen können durch Transfektion mit Procaspase-3 gegenüber Cytostatika sensitiviert
werden  (Yang  et al., 2001). Eine verminderte Expression von Caspasen kann durch epigenetische
Änderungen  z. B.  durch  Promotorhypermethylierung  hervorgerufen  werden  (Teitz  et  al.,  2000).
Hypermethylierung regulatorischer Sequenzen des Caspase-8 Gens führen in verschiedenen Tumoren zur
Inaktivierung der Caspase-8  (Fulda et al., 2001a; Fulda et al., 2001b; Teitz et al., 2000). Auch hier
bewirkte das Wiederherstellen der Caspase-8 Expression durch Gentransfer oder durch demethylierende
Therapie  eine  Sensitivierung  der  Tumorzellen  gegenüber  todesrezeptor-  oder  cytostatikainduzierter
Apoptose (Fulda et al., 2001a; Fulda et al., 2001b).
Neben GrB, das auch auf caspasenunabhängigen Wegen Apoptose initiieren kann, wurde im
Rahmen  dieser  Arbeit  ein  alternativer  Effektor  in  Antikörperfusionsproteinen  verwendet,  der  nach
bisherigem Kenntnisstand die Dysregulation apoptotischer Signalwege auf Ebene der Caspasen umgehen
können sollte. Hierzu wurde der „apoptosis inducing factor” (AIF) als alternativer Apoptoseinduktor
eingesetzt (vgl. 1.3.3). AIF ist ein Flavoprotein mit NADH-Oxidase-Aktivität, das als 67 kDa Protein mit
einem N-terminalen mitochondrialen Lokalisationssignal synthetisiert wird. Dieses wird nach dem Import
in den Intermembranraum der Mitochondrien abgespalten (Susin et al., 1999). In gesunden Zellen ist
reifes  AIF  (57 kDa)  in  den  Mitochondrien  lokalisiert,  wo  es  vermutlich  als  Oxidoreduktase  wirkt
(Miramar et al., 2001). Die Freisetzung von AIF aus dem Intermembranraum von Mitochondrien und die
Translokation  in  den  Zellkern  führt  zur  Chromatinkondensation  und  DNA-Fragmentierung,  die
unabhängig  von  der  Aktivierung  von  Caspasen  geschieht.  Die  molekularen  Mechanismen  der  AIF
vermittelten DNA-Fragmentierung sind nicht bekannt. Bindung von AIF an die chromosomale DNA ist
aber  für  die  apoptotische  Aktivität  erforderlich (Ye  et  al.,  2002).  Cytosolisches  AIF  bewirkt  die
Freisetzung weiterer AIF-Moleküle und weiterer proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom c aus den
Mitochondrien (Susin et al., 1999). Neben der Apoptoseinduktion durch Schädigung der nukleären DNA,
wirkt AIF also offensichtlich auch als proapoptotisches Signalmolekül im Cytosol. Daher erscheint bei
dem  hier  verfolgten  Ansatz  des  selektiven  Einbringens  von  AIF  in  das  Cytoplasma  durch
Antikörperfusionsproteine eine Signalverstärkung durch Translokation weiterer AIF Moleküle aus den
Mitochondrien  möglich.  Diese  cytosolische  Aktivität  von  AIF  ist  allerdings  abhängig  von  einem3 Ergebnisse
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weiteren,  bisher  unbekannten  cytosolischen  Faktor.  So  führte  die  Inkubation  von  isolierten
Rattenmitochondrien  mit  rekombinantem  AIF  und  Cytosol  zur  Freisetzung  und  Aktivierung  von
Caspase-9  und  Cytochrom c.  In  Abwesenheit  von  Cytosol  hingegen  erfolgte  keine  AIF  induzierte
Freisetzung dieser Proteine (Susin et al., 1999).
Da bisher nur wenig über die Rolle von AIF in apoptotischen Signalwegen bekannt ist, könnte die
Charakterisierung  von  AIF  Antikörperfusionsproteinen  zum  selektiven  Einschleusen  von  AIF  in
Tumorzellen auch zu neuen Erkenntnissen über die Wirkungsweise und den Mechanismus der AIF
vermittelten Induktion von Apoptose führen.
3.4.1 Fusionsproteine zum selektiven Einschleusen von AIF in das Cytoplasma von Tumorzellen
Der „apoptosis inducing factor” (AIF) wird ubiquitär exprimiert und ist in nicht-apoptotischen Zellen im
mitochondrialen Intermembranraum lokalisiert. Durch Konstruktion von Deletionsmutanten konnten drei
funktionelle Domänen des AIF identifiziert werden (Abb. 3.31 A).  Wildtyp  AIF  besteht  aus  einem
N-terminalen  mitochondrialen  Lokalisationssignal  (MLS,  Aminosäuren  1-100),  einer  Linkerregion
(Aminosäuren 101-120) und einer Oxidoreduktasedomäne (Aminosäuren 121-612) (Susin et al., 1999).
Diese enthält auch die basischen Seitenketten, die an DNA-Bindung (Ye  et  al., 2002) und HSP70-
Bindung beteiligt sind (Gurbuxani et al., 2003; Schmitt et al., 2003). Zudem sind Bereiche in dieser
Domäne enthalten, die den nukleären Import von cytosolischem AIF vermitteln (NLS). Überexpression
des  ATP  abhängigen  Chaperons  HSP70  durch  Tumorzellen  verstärkt  deren  tumorigenes  Potential
(Jaattela, 1995). Die anti-apoptotische Aktivität von HSP70 basiert auf der Interaktion mit Apaf-1,
wodurch die Rekrutierung von Procaspase-9 zum „apoptosome“ inhibiert wird (Beere et al.,  2000).
Außerdem wird durch die Bindung von HSP70 an cytosolisches AIF dessen nukleärer Import blockiert
(Gurbuxani  et al.,  2003).  Herunterregulation  von  HSP70  durch  eine  Antisensestrategie  erhöht  die
Sensitivität  von  Zellen  gegenüber  AIF  induzierter  Apoptose  (Ravagnan  et al., 2001). Die Amino-
säureseitenketten von AIF, die für die Bindung von HSP70 verantwortlich sind, wurden identifiziert
(R192, K194). Eine AIF Punktmutante, bei der diese beiden basischen Aminosäuren jeweils gegen Alanin
ausgetauscht sind (R192A, K194A), wurde schneller in den Zellkern importiert und besaß eine höhere
apoptotische Aktivität (Gurbuxani et al., 2003). Diese „gain of function” Mutation wurde in ein hier
abgeleitetes AIF-Antikörperfusionsprotein ebenfalls eingeführt (siehe unten).
AIF-Deletionsmutanten,  bei  denen  das  mitochondriale  Lokalisationssignal  (AIFΔ1-100)  oder
zusätzlich  die  Linkerregion  (AIFΔ1-120)  entfernt  sind,  induzieren  trotz  dieser  Mutationen  DNA-
Fragmentierung und Chromatinkondensation in isolierten HeLa Zellkernen (Susin et al., 1999). Da diese
Deletionsmutanten für die apoptotische Aktivität von AIF ausreichend sind, wurden in dieser Arbeit nur
solche verkürzten AIF-Varianten als Effektoren in Antikörperfusionsproteinen eingesetzt. Als tumorzell-
spezifische Zellbindungsdomäne  wurde  wie  zuvor  das  ErbB2  spezifische  scFv(FRP5)  Antikörper-
fragment genutzt. In den vorherigen Abschnitten ist gezeigt, daß das ErbB2 spezifische Fusionsprotein
GrB-5 nach der rezeptorvermittelten zellulären Aufnahme im endosomalen Kompartiment lokalisiert ist3 Ergebnisse
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und aus diesem freigesetzt werden muß, um Zugang zu cytosolischen Substraten zu erlangen. Um diese
Translokation  zu  ermöglichen,  wurde  das  endosomolytische  Reagenz  Chloroquin  eingesetzt.  Zur
Induktion von Apoptose muß AIF in das Cytosol bzw. in den Zellkern gelangen, um die Freisetzung
proapoptotischer Moleküle aus den Mitochondrien bzw. die Fragmentierung der chromosomalen DNA zu
vermitteln. Daher ist für den hier verfolgten Ansatz der selektiven Induktion von Apoptose durch AIF-
Antikörperfusionsproteine nach Zellbindung und Internalisierung sehr wahrscheinlich ebenfalls eine
Translokation der AIF-Domäne aus dem endosomalen Kompartiment in das Cytosol erforderlich. Durch
die endogenen Kernlokalisationssignale sollte AIF dann aus dem Cytosol in den Zellkern importiert
werden.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  untersucht,  ob  das  Einfügen  einer  bakteriellen  Trans-
lokationsdomäne in  AIF-Antikörperfusionsproteine die  Freisetzung von  AIF  aus  dem  endosomalen
Kompartiment in das Cytosol vermitteln kann. Hierzu wurde die Translokationsdomäne des Exotoxin A
aus Pseudomonas aeruginosa (ETAII, Aminosäuren 252-366) eingesetzt (Abb. 3.29)
Abb. 3.29 Schematischer Aufbau Immuntoxin-ähnlicher Fusionsproteine. (A) Untereinheitenstruktur von  Pseudomonas aeruginosa
Exotoxin A. (B) Schematischer Aufbau des ErbB2 spezifischen Immuntoxins scFv(FRP5)-ETA, abgeleitet von Exotoxin A (Wels et al., 1992).
Die Zellbindungsdomäne ist hier gegen das ErbB2 spezifische scFv(FRP5) Antikörperfragment ausgetauscht. (C) Das AIF Fusionsprotein
basiert auf dem Immuntoxin scFv(FRP5)-ETA, enthält jedoch AIF als proapoptotische Effektordomäne.
Für die Konstruktion der AIF-Antikörperfusionsproteine wurde der Bauplan des bakteriellen Exotoxin A
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zu Grunde gelegt (vgl. 1.5.3). Die Domänenstruktur dieses Toxins sowie der hier konstruierten AIF
Fusionsproteine ist in Abb. 3.29 schematisch dargestellt. Exotoxin A besteht aus drei funktionellen
Domänen, die für die Zellbindung, Translokation aus dem Endosom ins Cytosol und für die cytotoxische
Aktivität verantwortlich sind (Hwang et al., 1987). Über die Zellbindungsdomäne bindet Exotoxin A an
den  α2-Makroglobulinrezeptor  auf  der  Oberfläche  von  Zellen  und  wird  über  rezeptorvermittelte
Endocytose in diese aufgenommen (Kounnas et al., 1992). Im Endosom bewirkt das saure Milieu eine
Konformationsänderung innerhalb der Translokationsdomäne, die die Abspaltung der Zellbindungs-
domäne durch die endosomale Protease Furin erlaubt (Gordon et al., 1995). Nach Reduktion einer
Disulfidbrücke und retrogradem Transport über Golgi Apparat und endoplasmatisches Retikulum wird
die katalytische Domäne des Exotoxin A in das Cytosol transloziert. Dort inaktiviert seine ADP-Ribosyl-
transferase-Aktivität den Elongationsfaktor 2 und inhibiert so die Proteinbiosynthese (Morimoto und
Bonavida, 1992). Die hohe cytotoxische Aktivität des Exotoxin A wurde in Form von Immuntoxinen für
therapeutische Zwecke nutzbar gemacht (Pastan, 2003). Hierzu wurde die Zellbindungsdomäne des
Exotoxin A  gegen  Antikörperfragmente  ausgetauscht,  die  an  tumorassoziierte  Antigene  binden
(Abb. 3.29 B).  Der  Einsatz  von  Immuntoxinen  für  therapeutische  Zwecke  wird  jedoch  durch  die
Induktion neutralisierender Antikörper limitiert (Azemar  et al., 2003). Dies ist auf den bakteriellen
Ursprung des Toxinanteils dieser Moleküle zurückzuführen. Ein großer Teil des Toxins ist in den hier
konstruierten AIF-Antikörperfusionsproteinen durch die proapoptotische und potentiell cytotoxisch aktive
AIF  Domäne  ausgetauscht.  Da  dieser  Anteil  humanen  Ursprungs  ist,  können  AIF-Antikörper-
fusionsproteine also im Prinzip als wenigstens teilweise „humanisierte Immuntoxine” bezeichnet werden.
3.4.2 Konstruktion, bakterielle Expression und Reinigung rekombinanter AIF-Antikörperfusionsproteine
Zur Konstruktion von AIF-Antikörperfusionsproteinen wurde die cDNA des AIF mit den spezifischen
Oligonukleotidprimern 5'SalI-AIF und 3’EcoRI-AIF mittels RT-PCR aus Makrophagen Gesamt-RNA
amplifiziert. Das Amplifikat wurde in die EcoRI und SalI Restriktionsschnittstellen des Plasmids pBIIKS
(Stratagene) inseriert. Dieses Plasmid diente bei der Amplifikation der verkürzten AIF-Mutanten AIFΔ1-100
und AIFΔ1-120 als „template“. In diesen Reaktionen wurden die Oligonukleotidprimer 5'KpnI-AIFΔ1-100 bzw.
5'KpnI-AIFΔ1-120 und 3’EcoRI-AIF verwendet. Die resultierenden PCR Fragmente wurden in die KpnI und
EcoRI Restriktionsschnittstellen von pBIIKS inseriert.
Zur Konstruktion bakterieller Expressionsvektoren wurden die bereits vorhandenen Expressions-
plasmide pJF50-scFv(FRP5)-E2C und pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-E2C verwendet (Sloots, 2004). Diese
Plasmide kodieren für ein N-terminales ompA Periplasma-Sekretionssignal, gefolgt von einem FLAG-tag
und einem Hexahistidin-tag (NdeI/HindIII Fragment). Zudem kodieren sie für das ErbB2 spezifische
scFv(FRP5)  Antikörperfragment  (HindIII/XbaI  Fragment),  gefolgt  von  einer  synthetischen  DNA-
bindenden Domäne (E2C) (KpnI/EcoRI Fragment).3 Ergebnisse
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Abb. 3.30  Hypothetisches Modell der Funktionsweise von AIF Fusionsproteinen. Das Fusionsprotein bindet über das scFv(FRP5)
Antikörperfragment spezifisch an ErbB2 auf der Zelloberfläche. Nach Aufnahme in die Zelle durch rezeptorvermittelte Endocytose erfolgt durch
Ansäuerung eine Konformationsänderung sowie die Spaltung des Fusionsproteins innerhalb der Translokationsdomäne, die durch die
endosomale Protease Furin katalysiert wird. Ein retrograder Transportmechanismus über den Golgi Apparat und das endosomale Retikulum
resultiert in der Freisetzung der AIF-Domäne in das Cytosol. AIF besitzt zwei Kernlokalisationssignale, die den nukleären Import von
cytosolischem AIF bewirken. Nukleäres AIF führt zur Fragmentierung der chromosomalen DNA und induziert so den apoptotischen Zelltod.
(Weitere Erläuterungen im Text.)
Das Plasmid pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-E2C enthält zusätzlich die Translokationsdomäne des Exotoxin A
(ETAII) (SalI/KpnI Fragment). Die Sequenz des E2C wurde aus den beiden Expressionsplasmiden durch
Restriktionsverdau mit KpnI und EcoRI  entfernt  und  durch  die  AIF-PCR-Fragmente  AIFΔ1-100  und
AIFΔ1-120  ersetzt.  Die  resultierenden  Expressionsplasmide  pJF50-scFv(FRP5)-AIFΔ1-100,  pJF50-
scFv(FRP5)-AIFΔ1-120,  pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-100  und  pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-120
wurden  zur  Expression  der  AIF-Antikörperfusionsproteine in E. coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
transformiert. Expressionskulturen wurden in Gegenwart von 0,8 % Glucose kultiviert, um den tac-
Promotor  zu  reprimieren,  der  die  Expression  der  Fusionsproteine  steuert.  Die  Induktion  der
Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von IPTG. Die Analyse der Expressionskulturen zeigte, daß die
AIF Fusionsproteine hauptsächlich als unlösliche Proteine in Form von Proteinaggregaten („inclusion
bodies“) vorhanden waren (Daten nicht gezeigt). Dabei wurden die Fusionsproteine, in denen die AIF-
Linkersequenz  (Aminosäuren  101-120)  vorhanden  war  (pJF50-scFv(FRP5)-AIFΔ1-100  und
pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-100), deutlich besser exprimiert, als die Fusionsproteine, denen der Linker
fehlte (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grunde wurde im Folgenden mit den Klonen weitergearbeitet,
Internalisierung
Rezeptorbindung
Prozessierung
“endosome escape”
nukleärer Import
Cytosol
Zelloberfläche
pH
ErbB2
AIF ETA Translokations-
domäne
scFv(FRP5)
DNA
Fragmentierung
Zellkern
N3 Ergebnisse
112
die mit pJF50-scFv(FRP5)-AIFΔ1-100  und pJF50-scFv(FRP5)-ETAII-AIFΔ1-100  transformiert  waren.  Die
Expressionskonstrukte, die zur Expression der AIF-Antikörperfusionsproteine verwendet wurden, sind
schematisch in Abb. 3.31 B dargestellt.
Gesamtzellextrakte der Expressionskulturen  wurden  mit  8 M  Harnstoff  enthaltendem  Puffer
hergestellt  und  Fusionsproteine  daraus  unter  denaturierenden  Bedingungen  durch  Ni
2+-Affinitäts-
chromatographie gereinigt. Die Eluatsfraktionen wurden auf eine Proteinkonzentration kleiner 10 µg/ml
verdünnt,  um  das  Ausbilden  intermolekularer  Disulfidbrücken  zu  minimieren,  und  gereinigte
Fusionsproteine wurden ohne vorherige Reduktion renaturiert (vgl. 2.2.15). Die gereinigten und renatu-
rierten AIF Fusionsproteine werden im Folgenden mit 5-AIF bzw. mit 5-E-AIF bezeichnet. Die Proteine
wurden durch SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung (Abb. 3.31 D) und im Western blot
(Abb. 3.31 C) mit einem AIF spezifischen Antiserum analysiert.
Die „gain of function“ AIF Mutante, bei der die beiden basischen Aminosäuren R192 und K194,
die Kontakt zu HSP70 aufnehmen, jeweils gegen Alanin ausgetauscht sind, wurde in einer PCR-Strategie
hergestellt.  Hierzu  wurden  die  beiden  antiparallelen  Primer  AIF-R192A/K194A-sense  und  AIF-
R192A/K194A-antisense verwendet, die die R192A/K194A Mutationen einführen. Die Primer wurden so
gewählt, daß die gewünschte Mutation „mismatch” von mit der Matrize komplementären Bereichen
umgeben  war  und  das  Plasmid  vollständig  amplifiziert  wurde.  Das  Plasmid  pJF50-scFv(FRP5)-
ETAII-AIFΔ1-100  diente  bei  der  Reaktion  als  „template“.  Das  mutierte  Konstrukt  pJF50-scFv(FRP5)-
ETAII-AIFΔ1-100, R192A/K194A  wurde  ebenfalls  in  E. coli  transformiert,  und  das  resultierende  Protein
5-E-AIFR192A/K194A wurde wie oben beschrieben gereinigt und renaturiert.
3.4.3 Funktionelle Charakterisierung von AIF-Antikörperfusionsproteinen
AIF weist auf der Oberfläche ein positives elektrostatisches Potential auf, der berechnete isoelektrische
Punkt von reifem AIF (AIFΔ1-100) ist jedoch eher neutral (pHi=6,5) (Ye et al., 2002). In Abb. 3.32 A sind
basische Aminosäuren markiert, die zu dem positiven elektrostatischen Potential beitragen und an der
sequenzunspezifischen DNA-Bindung von AIF beteiligt sind. AIF-Mutanten, in denen diese basischen
Aminosäuren gegen ungeladene ausgetauscht sind, zeigten in elektrophoretischen Mobilitätsshiftassays
geringere oder gar keine DNA-Bindung mehr (Ye et al., 2002). In Transfektionsexperimenten induzierten
diese Mutanten im geringerem Maße Apoptose oder besaßen gar kein proapoptotisches Potential. Dies
zeigt, daß die Bindung von AIF an DNA eine Grundvoraussetzung für seine proapoptotische Aktivität ist.
Die Fähigkeit von AIF, an DNA zu binden, wurde hier genutzt, um die hergestellten Fusionsproteine
funktionell zu charakterisieren. Hierzu wurde ein elektrophoretischer Mobilitätsshiftassay durchgeführt.
Unterschiedliche Konzentrationen der AIF Fusionsproteine wurden mit 2,5 µg DNA Marker (1 kb DNA
Ladder,  Gibco)  für  30  min  bei  Raumtemperatur  inkubiert,  mit  DNA-Ladepuffer  versetzt  und  im
Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Ein Ansatz ohne Protein diente als Kontrolle.3 Ergebnisse
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Abb. 3.31  Expression und Reinigung von AIF Fusionsproteinen. (A) Untereinheitenstruktur von Wildtyp AIF. AIF wird mit einem
N-terminalen mitochondrialen Lokalisationssignal (MLS, Aminosäuren 1-100) synthetisiert, das nach dem Import in den mitochondrialen Inter-
membranraum abgespalten wird. Zusätzlich besitzt AIF eine Linkersequenz (Aminosäuren 101-120) und eine Oxidoreduktase-Domäne
(Aminosäuren 121-612), die auch die Bereiche enthält, die für die proapoptotische Aktivität erforderlich sind. Schematisch sind die Positionen
der Kernlokalisationssignale (NLS, Aminosäuren 277-301 und 445-451) sowie der HSP70-Bindungsstelle (HSP70-BS, Aminosäuren 192 und
194) angegeben. (B) Schematische Darstellung der Konstrukte zur Expression von 5-AIF, 5-E-AIF und  5-E-AIFR192A/K194A. In  den
bakteriellen Expressionsplasmiden ist die Sequenz, die für AIFΔ1-100 kodiert, am 5’ Ende mit der Sequenz des ErbB2 spezifischen scFv(FRP5)
fusioniert. Die Proteine 5-E-AIF und 5-E-AIFR192A/K194A enthalten zusätzlich die Translokationsdomäne von Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A
(ETAII, Aminosäuren 252-366). Alle Konstrukte kodieren zusätzlich für ein N-terminales ompA Periplasma-Sekretionssignal (SP) sowie für
einen FLAG-tag (F) und einen Hexahistidin-tag (H). (C+D) Immunoblot Analysen (C) und Coomassie gefärbtes SDS Gel (D) der
gereinigten AIF Fusionsproteine. 5-AIF und 5-E-AIF wurden in E. coli exprimiert, denaturiert, durch Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt
und renaturiert. Gereinigte und renaturierte Proteine wurden durch SDS-PAGE und Coomassie-Färbung (D) bzw. im Immunoblot (C) mit einem
AIF spezifischen Antiserum analysiert. Fusionsproteine sind durch Pfeile markiert. Daneben enthielten die gewonnenen Proteinfraktionen
zusätzliche Banden, die sehr wahrscheinlich Degradationsprodukte darstellen.
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Wie in (Abb. 3.32 B) dargestellt, war mit zunehmender Proteinmenge eine Gelretardation des DNA
Markers zu beobachten. Dies deutet auf die Bildung weniger stark geladener Protein/DNA Komplexe hin.
Bei höheren Proteinkonzentrationen lagen alle DNA Fragmente in Form elektroneutraler Komplexe mit
den AIF-Fusionsroteinen 5-AIF bzw. 5-E-AIF vor, die keine elektrophoretische Mobilität mehr besaßen.
Über das scFv Antikörperfragment sollten AIF Fusionsproteine spezifisch an ErbB2 auf der Ober-
fläche von Zellen binden. Um dies zu untersuchen, wurden durchflußcytometrische Analysen mit ErbB2
negativen Renca-lacZ und ErbB2 positiven Renca-lacZ/ErbB2 Zellen durchgeführt (vgl. 3.1.2). Die
Zellen wurden mit 5-AIF bzw. 5-E-AIF inkubiert, und gebundene Fusionsproteine wurden mit dem mAk
M2 anti-FLAG sowie mit PE-markiertem anti-Maus IgG detektiert. Wie in Abb. 3.32 C gezeigt, banden
die AIF Fusionsproteine an ErbB2 exprimierende Renca-lacZ/ErbB2 Zellen, wohingegen eine deutlich
reduzierte Bindung an parentale Renca-lacZ Zellen detektierbar war.
Diese Daten zeigen, daß sowohl die Antikörperdomäne als auch die AIF-Domäne der renaturierten
AIF Fusionsproteine hinsichtlich ihrer Bindung von ErbB2 bzw. DNA funktional waren. Eine weitere
Grundvoraussetzung für den hier verfolgten Ansatz der selektiven Induktion von Apoptose in Tumor-
zellen durch AIF-Antikörperfusionsproteine stellt die Aufnahme der Proteine in das Cytoplasma der
Zielzellen dar. Um eine potentielle Internalisierung der Fusionsproteine zu untersuchen, wurden immun-
fluoreszenzmikroskopische Experimente mit ErbB2 exprimierenden humanen A-431 Vulvakarzinom-
zellen durchgeführt. Die Zellen wurden auf Objektträgern ausgesät und für 1 h mit den AIF Fusions-
proteinen  inkubiert.  Nach  dem  Waschen  der  Zellen  wurden  sie  für  weitere  1,5 h inkubiert, fixiert,
permeabilisiert und aufgenommene AIF Fusionsproteine wurden mit dem mAk M2 anti-FLAG und einem
Alexa488  gekoppelten  Zweitantikörper  detektiert.  Die  Zellkerne  wurden  mit  Propidiumiodid  rot
angefärbt. Die Analyse der Präparate erfolgte in einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica).
Wie in Abb. 3.32 D dargestellt, konnten die AIF Fusionsproteine 5-AIF und 5-E-AIF nach 2,5 h in
den Zellen nachgewiesen werden. Eine Oberflächenfärbung war nach dieser Zeit nicht mehr detektierbar.
Dies zeigt, daß gebundene Proteine vollständig in das Cytoplasma der Zielzellen aufgenommen wurden.
Die inhomogene punktuelle Färbung der internalisierten Fusionsproteine läßt, wie im Fall  der  GrB
Fusionsproteine (vgl. 3.2.6), auf eine Lokalisation in membranumschlossenen Vesikeln schließen. Hier ist
jedoch einschränkend anzumerken, daß anhand dieser mikroskopischen Analysen keine Aussage über die
Lokalisation der AIF Domäne gemacht werden kann, da der zur Detektion der AIF Fusionsproteine
verwendete  mAk  M2  das  FLAG  Epitop  am  N-Terminus  des  scFv(FRP5)  erkennt.  Bei  korrekter
Funktionsweise  der  im  Protein  5-E-AIF  enthaltenen  Exotoxin A  Translokationsdomäne  sollte  im
endosomalen  Kompartiment  eine  Spaltung  dieser  Domäne  durch  die  Protease  Furin  erfolgen,  die
scFv(FRP5) und die AIF Domäne voneinander trennen würde. Nach der Spaltung läßt die Detektion der
scFv Domäne daher keine Aussage über die Lokalisation der AIF Domäne zu. Um eine potentielle
Kernlokalisation der AIF-Domäne zu untersuchen, ist ein AIF spezifischer Antikörper notwendig.3 Ergebnisse
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Abb. 3.32  (A) Struktur von AIF. Darstellung der an der DNA-Bindung beteiligten basischen Aminosäuren auf der Oberfläche des AIF
(links). Berechnete Struktur einer 12 bp DNA-Doppelhelix, die mit den zuvor markierten Aminosäureseitenketten interagiert (rechts).
Abbildungen aus: (Ye et al., 2002). (B) Analyse der DNA-Bindungseigenschaften von AIF Fusionsproteinen. 2,5 µg DNA-Marker wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen der AIF Fusionsproteine 5-AIF bzw. 5-E-AIF oder ohne Protein (Spur 7) inkubiert und im 1 %igen
Agarosegel auf ihre elektrophoretische Mobilität untersucht. Die DNA wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht analysiert.
(C+D) Analyse der Bindungs- und Internalisierungseigenschaften von AIF Fusionsproteinen. (C) Renca-lacZ und Renca-lacZ/ErbB2
Zellen wurden in durchflußcytometrischen Studien verwendet, um die Bindung von 5-AIF und 5-E-AIF an ErbB2 zu untersuchen. Gebundene
Proteine wurden mit dem mAk M2 und PE-konjugiertem anti-Maus IgG detektiert. (D) Internalisierung von AIF Fusionsproteinen in ErbB2
exprimierenden Zellen. A-431 Zellen wurden auf Objektträgern kultiviert und für 1 h bei 37 °C mit 5-AIF (a), 5-E-AIF (b) oder ohne Protein (c)
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und für weitere 1,5 h bei 37 °C kultiviert und danach fixiert und permeabilisiert. Internalisierte AIF
Fusionsproteine wurden mit dem mAk M2 und Alexa488-gekoppeltem anti-Maus IgG detektiert. Die Analyse der Präparate erfolgte mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie.
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Mikroskopische Analysen die mit dem AIF spezifischen Ziegen-Antiserum D-20 (Santa Cruz) durch-
geführt wurden, führten jedoch zu keiner Färbung der AIF Fusionsproteine in A-431 Zellen (Daten nicht
gezeigt). Endogenes AIF konnte hierbei jedoch auch nicht detektiert werden, was auf ein methodisches
Problem hindeutet. Weitere AIF spezifische Antikörper standen zu diesem Zeitpunkt aber nicht zur
Verfügung.
3.4.4 Cytotoxische Aktivität von AIF-Antikörperfusionsproteinen
Die cytotoxische Aktivität der AIF Fusionsproteine wurde in MTT-Metabolisierungsassays untersucht.
ErbB2 exprimierende A-431 Vulvakarzinomzellen wurden mit 5-AIF, 5-E-AIF oder 5-E-AIFR192A/K194A in
Gegenwart oder Abwesenheit von Chloroquin behandelt (Abb. 3.33). Die Überlebensrate der Zellen,
relativ zu Zellen, die nur mit Chloroquin behandelt waren, wurde nach 3 Tagen durch Zugabe von MTT
und Messung der Absorption bei 590 nm bestimmt (Abb. 3.33, schwarze Balken). Daneben sind die
Ergebnisse  der  Ansätze  ohne  Zugabe  von  Chloroquin  dargestellt  (Abb. 3.33,  weiße  Balken).  In
äquimolaren Konzentrationen eingesetztes Immuntoxin scFv(FRP5)-ETA diente als Kontrolle (Wels et
al., 1992).
Die cytotoxische Aktivität von scFv(FRP5)-ETA wurde durch Zugabe von Chloroquin erwartungs-
gemäß leicht reduziert (Abb. 3.33), da Chloroquin als schwache Base die Ansäuerung der Endosomen
verhindert.  Eine  Ansäuerung  ist  aber  für  die  Funktionalität  der  bakteriellen  Translokationsdomäne
erforderlich.
Die in den Cytotoxizitätsassays erhaltenen Daten zeigen, daß A-431 Zellen durch die AIF Fusions-
proteine 5-E-AIF bzw. 5-E-AIFR192A/K194A in Gegenwart von Chloroquin effizient abgetötet wurden. Dabei
war die cytotoxische Aktivität vergleichbar mit der des Immuntoxins scFv(FRP5)-ETA. Die AIF-Mutante
5-E-AIFR192A, K194A, bei der die HSP70-Bindungsstelle durch zwei Punktmutationen modifiziert ist, zeigte
in den hier durchgeführten Metabolisierungsassays keine höhere Effizienz als nicht mutiertes 5-E-AIF.
Das AIF Fusionsprotein 5-E-AIF, das keine Translokationsdomäne besitzt, zeigte auch in Gegenwart von
Chloroquin keine cytotoxische Aktivität.
Die  Ergebnisse  dieser  Metabolisierungsassays  weisen  darauf  hin,  daß  die  bakterielle  Trans-
lokationsdomäne  für  die  cytotoxische  Aktivität  der  AIF  Fusionsproteine  erforderlich  ist,  für  die
Translokation von AIF in das Cytosol aber nicht ausreicht. Hierfür wird zusätzlich das endosomolytische
Reagenz Chloroquin benötigt. Chloroquin wurde in diesem Metabolisierungsassay in einer Konzentration
(100 µM) verwendet, die für die cytosolische Translokation des GrB-5 Fusionsproteins ausreichend war
(vgl. 3.2.7). Das AIF Fusionsprotein 5-AIF zeigte jedoch, im Gegensatz zu GrB-5, auch in Gegenwart
von Chloroquin keinen cytotoxischen Effekt.
Eine mögliche Erklärung hierfür ist, daß Chloroquin zwar die Translokation von 5-AIF in das
Cytosol bewirken könnte, cytosolisches 5-AIF aber keine proapoptotische Aktivität besitzt. Im Gegensatz
hierzu sind beide AIF Fusionsproteine, die die bakterielle Translokationsdomäne enthalten, cytotoxisch
aktiv. Wie oben beschrieben, wird das Wildtyp Exotoxin A nach der Internalisierung innerhalb der3 Ergebnisse
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Translokationsdomäne gespalten. Für die nachfolgende Translokation der katalytischen Domäne des
Exotoxin A  vom  endosomalen  Kompartiment in  das  Cytosol  ist  jedoch  zusätzlich ein  C-terminales
ER-Retentionssignal erforderlich (Chaudhary et al., 1990), welches als intrazelluläres „targeting“-Signal
fungiert  und  in  der  Zielzelle  einen  retrograden  Toxintransport  über  den  Golgi  Apparat  und  das
endoplasmatische Retikulum ermöglicht.
Abb. 3.33  Cytotoxische  Aktivität  von  AIF  Fusionsproteinen. Die  cytotoxische  Aktivität  von  5-AIF,  5-E-AIF  und  5-E-AIFR192A/K194A
gegenüber ErbB2 exprimierenden A-431 Zellen wurde in MTT-Metabolisierungsassays analysiert. Die Zellen wurden in Mikrotiterplatten
ausgesät und mit 100 ng/ml oder 1 µg/ml 5-AIF, 5-E-AIF oder 5-E-AIFR192A/K194A in Gegenwart (schwarze Balken) oder Abwesenheit (weiße
Balken) von 100 µM Chloroquin behandelt. Der Anteil überlebender Zellen wurde nach 72 h durch Zugabe von MTT bestimmt. Das Immuntoxin
scFv(FRP5)-ETA wurde in äquimolaren Konzentrationen eingesetzt und diente der Kontrolle.
Diese  hier  erhaltenen  Daten  lassen  sich  so  interpretieren,  daß  die  N-terminale scFv Domäne sehr
wahrscheinlich  die  proapoptotische  Aktivität  des  AIF  verhindert.  Die  Translokationsdomäne  des
Exotoxin A war zwar notwendig für die cytotoxische Aktivität der AIF Fusionsproteine, konnte jedoch
nicht als „endosome escape“ Funktion agieren, möglicherweise weil ein C-terminales KDEL-Signal
fehlte. Stattdessen könnte sie die „Aktivierung“ der AIF-Domäne durch Abspaltung der N-terminalen
scFv-Domäne durch die endosomale Protease Furin ermöglicht haben. Nach einer solchen Prozessierung
könnte  dann  cytosolische  Translokation  durch  das  endosomolytische  Reagenz  Chloroquin  bewirkt
worden sein.
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden Mikroinjektionsexperimente durchgeführt, bei denen
die AIF Fusionsproteine unter Umgehung einer rezeptorvermittelten Aufnahme direkt in das Cytosol von
Zellen injiziert wurden. Hierzu wurden humane HeLa Cervix-Adenokarzinomzellen verwendet, da in
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früheren Arbeiten gezeigt war, daß die Inkubation von isolierten HeLa Zellkernen mit rekombinantem
AIFΔ1-100  zur  Chromatinkondensation  führt  (Susin  et al.,  1999).  Abb. 3.34  zeigt  HeLa-Zellen  nach
cytosolischer Injektion von 5-AIF (Bild a-c), 5-E-AIF (Bild d-f) oder 5-E-AIFR192A/K194A (Bild g-i). Die
Injektion erfolgte zusammen mit einem EGFP Fusionsprotein, um injizierte Zellen zu identifizieren. Mit
jeder Proteinkombination wurden etwa 50 Einzelzellen injiziert, für zwei Tage kultiviert und am nächsten
Tag mikroskopisch analysiert. Injizierte Zellen wurden dabei anhand der grünen Fluoreszenz identifiziert
und sind in den Phasenkontrastbildern mit Pfeilen markiert. In Abb. 3.34 sind jeweils repräsentative
Zellen gezeigt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit enzymatisch aktivem rekombinantem GrB injiziert
waren (Bild m-o). Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 blau gefärbt. Wie in Abb. 3.34 dargestellt,
zeigten HeLa-Zellen, die mit den AIF Fusionsproteinen injiziert waren, keine auffällige apoptotische
Morphologie. Alle mit GrB injizierten Kontrollzellen wiesen hingegen nach zwei Tagen die kugelige
Morphologie toter Zellen auf. Diese Daten stützen die Interpretation, daß AIF Fusionsproteine durch
Spaltung innerhalb der Translokationsdomäne aktiviert werden müssen, um cytotoxische Aktivität zu
erlangen. Auch die AIF Fusionsproteine 5-E-AIF und 5-E-AIFR192A/K194A, die nach rezeptorvermittelter
Aufnahme in Gegenwart von Chloroquin gegenüber A-431 Zellen eine hohe Cytotoxizität aufweisen,
führten nach direkter Injektion in das Cytosol zu keiner Änderung der Morphologie.
3.4.5 Zusammenfassung der Abschnitte 3.4.1 bis 3.4.4
AIF Fusionsproteine wurden abgeleitet, denen der molekulare Bauplan von bakteriellem Exotoxin A
zugrunde  liegt.  Das  Protein  5-E-AIF  besteht  aus  dem  ErbB2  spezifischen  Antikörperfragment
scFv(FRP5),  der  Translokationsdomäne  von  Pseudomonas aeruginosa  Exotoxin A  (Aminosäuren
252-366) und AIF (Aminosäuren 101-612). Ein Kontrollprotein war identisch aufgebaut, jedoch fehlte die
bakterielle Translokationsdomäne (5-AIF). Die Fusionsproteine wurden bakteriell exprimiert und durch
Ni
2+-Affinitätschromatographie unter denaturierenden Bedingungen aus Zellysaten gereinigt. Ein auf
gleiche Weise hergestelltes Fusionsprotein (5-E-AIFR192A/K194A) enthält eine AIF-Mutante, bei der die
HSP70-Bindungsstelle mutiert ist („gain of function“). In verschiedenen Zellsystemen blockiert die
Bindung des ATP abhängigen Chaperons HSP70 den nukleären Import von AIF und inhibiert so dessen
proapoptotische Aktivität. Die gereinigten und renaturierten Proteine banden spezifisch an ErbB2 auf der
Zelloberfläche  und  wurden  innerhalb  weniger  Stunden  in  Zielzellen  aufgenommen.  Bindung  der
Fusionsproteine an DNA wurde in elektrophoretischen Mobilitätsshiftassays gezeigt, in denen AIF-
Fusionsproteine elektroneutrale Komplexe mit DNA-Fragmenten bildeten. Für  Wildtyp-AIF ist  die
Fähigkeit, DNA zu binden, entscheidend für dessen proapoptotische Aktivität. In Cytotoxizitätsassays
übten  5-E-AIF  und  5-E-AIFR192A/K194A  auf  ErbB2-exprimierende  A-431  Zellen  einen  vergleichbaren
cytotoxischen Effekt aus, wie das rekombinante Immuntoxin scFv(FRP5)-ETA, das im Gegensatz zu den
AIF Fusionsproteinen eine Effektordomäne bakteriellen Ursprungs trägt.3 Ergebnisse
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Abb. 3.34  Mikroinjektion von AIF Fusionsproteinen in das Cytosol von HeLa Zellen. HeLa Zellen wurden mit 5-AIF (a-c), 5-E-AIF (d-f)
oder 5-E-AIFR192A/K194A (g-i) in Kombination mit GST-EGFP (grüne Fluoreszenz) oder mit GST-EGFP injiziert (j-l). Zellen, die mit GrB injiziert
waren (m-o), dienten hier als Positivkontrolle für die Morphologie apoptotischer Zellen. Nach 48 h erfolgte die mikroskopische Analyse der
Zellmorphologie. Dabei wurden injizierte Zellen anhand ihrer grünen Fluoreszenz identifiziert. Bilder in einer horizontalen Reihe zeigen jeweils
gleiche Ausschnitte. Injizierte Zellen sind in den Phasenkontrastbildern mit Pfeilen markiert. Die Zellkerne sind mit Hoechst 33342 gefärbt.
Für die cytotoxische Aktivität der AIF Fusionsproteine war jedoch im Gegensatz zu scFv(FRP5)-ETA die
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gleichzeitige Zugabe des endosomolytischen Reagenz Chloroquin erforderlich. Eine mögliche Schluß-
folgerung hieraus ist, daß die Translokationsdomäne der AIF Fusionsproteine nicht funktional war. Das
Kontrollprotein 5-AIF,  in  dem  die  Translokationsdomäne  fehlt,  zeigte  auch  in  Kombination  mit
Chloroquin keinen cytotoxischen Effekt gegenüber A-431 Zellen. In Mikroinjektionsexperimenten mit
HeLa-Zellen, bei denen die AIF Fusionsproteine direkt in das Cytosol injiziert wurden, übte keines dieser
Proteine einen cytotoxischen Effekt aus. Diese Ergebnisse legen nahe, daß die N-terminale Antikörper-
domäne der Fusionsproteine die proapoptotische Aktivität von AIF verhindert. Die Translokations-
domäne des Exotoxin A, die notwendig für die cytotoxische Aktivität der AIF Fusionsproteine ist, konnte
hier nicht als „endosome escape“ Funktion wirken, sehr wahrscheinlich, weil ein C-terminales KDEL-
Signal fehlt, welches für die Funktionsweise des Wildtyp-Exotoxin A notwendig ist. Stattdessen erlaubte
der ETA Anteil sehr wahrscheinlich die „Aktivierung“ der AIF-Domäne durch die endosomale Protease
Furin, die die Antikörperdomäne durch proteolytische Spaltung entfernt haben könnte. Die eigentliche
Translokation wurde dann durch das endosomolytische Reagenz Chloroquin bewirkt.4 Diskussion
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4 Diskussion
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung neuartiger, Immuntoxin-ähnlicher Fusionsproteine, die
in Tumorzellen selektiv Apoptose induzieren. Hierzu wurden proapoptotische Moleküle mit tumorzell-
spezifischen  Zellbindungsdomänen  ausgestattet,  um  diese  Effektorproteine  selektiv  in  Tumorzellen
einzubringen.
Das hier verfolgte Konzept basiert auf der Beobachtung, daß in Tumorzellen eine Selektion auf
proliferationsfördernde  und  Apoptose  inhibierende  Mutationen  stattfindet.  Krebstherapien  wie
Bestrahlung oder Chemotherapie wirken über die Induktion von Apoptose in Tumorzellen, und Resistenz
gegen diese Behandlungsansätze geht einher mit der Blockierung relevanter proapoptotischer Signalwege
(Debatin und Krammer, 2004; Kirkin et al., 2004). Daher gibt es einen Bedarf an neuen Therapie-
strategien, die vorhandene Resistenzmechanismen umgehen und alternative Angriffspunkte für eine
effiziente Induktion des programmierten Zelltods in Tumorzellen nutzen.
Um dieser Anforderung gerecht zu werden wurden rekombinante Immuntoxine entwickelt —
chimäre  Fusionsproteine,  die  aus  einer  tumorzellspezifischen  Antikörperdomäne  und  einem  hoch
wirksamen Toxin wie z. B. Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A bestehen (Kreitman, 2003; Wels et al.,
2004). Über eine Antikörperdomäne binden Immuntoxine an tumorassoziierte Oberflächenantigene,
werden über rezeptorvermittelte Endocytose aufgenommen und hemmen im Cytoplasma die Protein-
biosynthese, wodurch Apoptose induziert wird.
Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie, insbesondere ErbB2 und der „epidermal growth factor receptor“
(EGFR) werden auf einer Reihe humaner Tumoren epithelialen Ursprungs verstärkt exprimiert und
eignen sich daher als Zielstrukturen für solche Immuntoxine (Yarden und Sliwkowski, 2001). Wegen des
kausalen Zusammenhangs zwischen maligner Transformation und Überexpression von ErbB Rezeptoren
auf  Tumorzellen  und  ihrer  guten  Zugänglichkeit  auf  der  Zelloberfläche  stellen  die  Mitglieder  der
ErbB/EGF-Rezeptorfamilie geeignete Antigene für die zielgerichtete Tumortherapie dar (Wels et al.,
1996).
Trotz  erster  Erfolge  von  Immuntoxinen  im  klinischen  Einsatz  steht  die  Immunogenität  der
bakteriellen Effektordomäne einer breiten Anwendung dieser Strategie im Wege (Azemar et al., 2003;
Kreitman et al., 2000). Aus diesem Grunde wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, den Immuntoxinen
konzeptionell  ähnliche  Moleküle  zu  entwickeln,  die  proapoptotische  Effektorfunktionen  humanen
Ursprungs nutzen. Neben der zu erwartenden geringeren Immunogenität solcher Proteine könnte ein
weiterer Vorteil dieser Moleküle darin bestehen, daß der apoptotische Zelltod bei der Verwendung von
zentralen Apoptosesignalmolekülen schnell und effizient induziert wird.
Das Konzept, proapoptotische Moleküle durch Fusion mit tumorzellspezifischen Zellbindungs-
domänen auszustatten und diese Effektorproteine zur selektiven Induktion von Apoptose in Tumorzellen
therapeutisch zu nutzen, ist theoretisch so naheliegend und vielversprechend wie in der praktischen
Umsetzung komplex. In der Literatur sind bisher nur wenige vergleichbare Ansätze beschrieben, diese4 Diskussion
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werden in Abschnitt 4.2 in Relation zu den Daten dieser Arbeit diskutiert.
Die Tatsache, daß es bisher kaum erfolgreiche Ansätze gibt, Apoptose-Induktoren in Form von
Fusionsproteinen für therapeutische Zwecke nutzbar zu machen, hat wahrscheinlich die Ursache einer
schwierigen  und  zeitintensiven  Herstellung  bifunktionaler  Proteine.  Es  müssen  Proteine  abgeleitet
werden,  in  denen  sich  die  funktionalen  Domänen  unabhängig  voneinander  korrekt  falten.  Eine
Voraussetzung hierfür ist, daß die Proteinfaltung der einzelnen funktionellen Untereinheiten durch den
Fusionspartner  nicht  gestört  wird.  Darüber  hinaus  ist  der  biologische  Effekt  von  eingebrachten
proapoptotischen  Proteindomänen  auf  Tumorzellen  nicht  eindeutig  vorhersehbar,  da  apoptotische
Proteine in komplexen Signalkaskaden wirken, die noch nicht vollständig aufgeklärt sind. Das derzeitige
Wissen über die molekularen Mechanismen wurde innerhalb der letzten fünfzehn Jahre gewonnen und die
Dysregulation dieser Signalkaskaden stellt eine Grundvoraussetzung für die maligne Transformation von
Zellen dar.
Um  apoptoseinduzierende  Proteine  als  Effektoren  in  potentiell  therapeutisch  einsetzbaren
Antikörperfusionsproteinen  zu  untersuchen,  wurde  in  dieser  Arbeit  zunächst  das  bispezifische
Trägerprotein SA-5 abgeleitet.
4.1 SA-5 als tumorzellspezifisches Trägerprotein zum selektiven Einschleusen apoptoseinduzierender
Proteine in Tumorzellen
SA-5 besteht aus dem ErbB2 spezifischen Antikörperfragment scFv(FRP5), das durch Genfusion mit der
Sequenz des core-Streptavidin (SA) verbunden ist. Streptavidin ist ein tetrameres Protein, das von
Streptomyces avidinii  sekretiert  wird  und  D-Biotin  mit  äußerst  hoher  Affinität  bindet  (KD=10
-14 M)
(Green, 1990). Core-Streptavidin ist eine verkürzte Variante von Streptavidin (Aminosäuren 13-125) mit
gleicher Affinität zu Biotin.
In dieser Arbeit wurden Expressions-, Reinigungs- und Renaturierungsbedingungen etabliert, um
SA-5 im mg Maßstab in E. coli herzustellen. Im optimierten Expressionskonstrukt hatte die Anordnung
beider  funktioneller  Domänen  mit  SA  am  N-Terminus  und  der  Antikörperdomäne  am  C-Terminus
starken Einfluß auf die bei der Renaturierung erzielte Ausbeute an löslichem SA-5. Die in der Literatur
beschriebenen Fusionsproteine hingegen enthalten scFv und SA Domäne in umgekehrter Orientierung.
Das in dieser Arbeit abgeleitete Fusionsprotein SA-5 ist ein sehr stabiles tetrameres Protein mit Affinität
zu ErbB2 auf der Oberfläche von Tumorzellen sowie zu Biotin-konjugierten Proteinen. An ErbB2
gebundenes SA-5 wurde innerhalb weniger Stunden selektiv in Zellen aufgenommen. SA-5 liegt als
Tetramer  vor,  woraus  sich  im  Vergleich  zu  monomeren  scFv(FRP5)  Fusionsproteinen  bezüglich
Zellbindung und Aufnahme mehrere denkbare Vorteile ergeben. Die höhere Avidität dieser Proteine
könnte zu einer gesteigerten Affinität zu ErbB2 führen (Kipriyanov et al., 1996). Der parentale mAk
FRP5  führt  als  bivalentes  Molekül  zur  Dimerisierung  von  ErbB2  und  so  zur  Aktivierung  der
intrazellulären Tyrosinkinase (Harwerth et al., 1992). Monomere scFv(FRP5) Fusionsproteine hingegen
besitzen diese Fähigkeit nicht, eine Multivalenz könnte jedoch durch die Fusion mit einer tetrameren4 Diskussion
123
Proteindomäne  erzeugt  werden.  Eine  potentielle  Rezeptoraktivierung  durch  SA-5  könnte  zu  einer
schnellen  aktiven  Aufnahme  von  SA-5 führen. Monovalente scFv(FRP5) Fusionsproteine hingegen
werden  im  Zuge  des  physiologischen  „receptor-turnover”  internalisiert,  da  sie  den  Rezeptor  nicht
aktivieren (Schmidt et al., 1996).
Ob  SA-5  als  spezifisches  Trägerprotein  zum  Einschleusen  biotinylierter  Proteine  in  ErbB2
exprimierende Tumorzellen geeignet ist, wurde zunächst mit einer biotinylierten Variante des „enhanced
green fluorescent protein” (EGFP) untersucht. Hierzu wurde bakteriell exprimiertes EGFP biotinyliert.
Theoretisch ist die kovalente Kopplung von Biotin an alle Biomoleküle durch die Verwendung von
Biotin-Sulfo-NHS-Estern möglich, das mit primären Aminen des Proteins reagiert. Im Prinzip sollte so
jedes Protein durch Kopplung mit SA-5 äußerst stabile Proteinkomplexe bilden und auf diese Weise hohe
Affinität zum tumorassoziierten Antigen ErbB2 erlangen.
In durchflußcytometrischen Studien konnte eine durch SA-5 vermittelte Bindung von bEGFP an
ErbB2 exprimierende Zellen detektiert werden. Die Aufnahme von SA-5/bEGFP Komplexen in ErbB2
exprimierende Zellen wurde in mikroskopischen Analysen untersucht. Durch Anregung und Messung der
EGFP Fluoreszenz im konfokalen Laser Scanning Mikroskop konnte die spezifische Aufnahme von
SA-5/bEGFP Proteinkomplexen in das Cytoplasma ErbB2 exprimierender Zellen gezeigt werden.
Als Apoptose induzierendes Protein in SA-5/Effektorkomplexen wurde zunächst eine biotinylierte
Variante  des Pseudomonas  aeruginosa Exotoxin A (Aminosäuren 252-613, ETA42) untersucht. Das
Protein wurde nach etabliertem Protokoll (Zimmermann et al., 1997) in E. coli exprimiert, gereinigt,
renaturiert  und  biotinyliert.  ETA42  besteht  aus  der  Translokationsdomäne  sowie  der  katalytischen
Domäne des Exotoxin A. Die natürliche Zellbindungsdomäne hingegen fehlt. Die biotinylierte Variante
des ETA42 (bETA42) bildete zusammen mit dem SA-5 Trägerprotein Komplexe, die selektiv an ErbB2
exprimierende Zellen banden und mit einem fluoreszenzmarkiertem Antikörper, der bETA42 färbte, auf
der Zelloberfläche detektiert werden konnten. Bei der Verwendung ErbB2-negativer Zellen bzw. der
nicht-biotinylierten Variante des ETA42 wurden keine zellgebundenen Komplexe detektiert.
In Cytotoxizitätsassays wurde eine selektive cytotoxische Aktivität von SA-5/bETA42 Komplexen
gegenüber ErbB2 exprimierenden Zellen detektiert. Bei einer SA-5-Konzentration von 5,3 nM und einer
bETA42-Konzentration von 24 nM wurden etwa die Hälfte der ErbB2 exprimierenden Zellen abgetötet.
ErbB2-negative Zellen hingegen waren nicht sensitiv gegenüber den Proteinkomplexen. Dies läßt darauf
schließen, daß die katalytische Domäne von bETA42 Ihren Wirkort erreicht hat, an dem sich ihr Substrat
Elongationsfaktor 2 befindet. Im Cytosol von Zellen, in denen die katalytische Domäne von Exotoxin A
enzymatisch aktiv ist, führt die kovalente Modifikation des Elongationsfaktors 2 zur Inhibition der
Proteinbiosynthese und so zur Induktion von Apoptose (Thorburn et al., 2004). Dies weist darauf hin, daß
sowohl eine Aufnahme von bETA42 in die Zielzelle, als auch eine Translokation der katalytischen
Domäne des Toxins in das Cytoplasma stattgefunden hat. Die hohe cytotoxische Aktivität des ErbB2
spezifischen Fusionsproteins scFv(FRP5)-ETA, welches einen IC50 Wert von 5-6 ng/ml (ca. 0,075 nM)
gegenüber Renca-lacZ/ErbB2 Zellen aufweist (Azemar et al., 2003), konnte mit SA-5/bETA42 Kom-4 Diskussion
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plexen jedoch nicht erreicht werden.
Eine mögliche Erklärung hierfür ist, daß die tatsächliche Proteinkonzentration von bETA42 in
funktionalen Komplexen nur gering war. In den Cytotoxizitätsassays wurden beide Proteinkomponenten,
SA-5 und bETA42 in äquimolaren Konzentrationen bezogen auf das SA-5-Monomer eingesetzt. Eine
Steigerung  der  bETA42-Konzentration  bei  konstanter  SA-5-Konzentration  würde  theoretisch  das
Entstehen von Komplexen fördern, die mehrere bETA42 Moleküle enthalten und so auch eine höhere
cytotoxische Aktivität besitzen müßten. Anhand der erhaltenen Daten kann keine Aussage darüber
gemacht werden, wieviel bETA42 tatsächlich in Form funktioneller Komplexe vorlag. Vermutlich war
der Anteil von bETA42, der durch Komplexierung mit dem SA-5 Trägerprotein tatsächlich Spezifität für
Tumorzellen erhalten hatte, deutlich geringer, als die bETA42 Konzentration, die zur Generierung der
Komplexe eingesetzt wurde.
Ein  weiterer  Erklärungsansatz,  der  die  geringere  cytotoxische  Aktivität  der  SA-5/bETA42
Komplexe im Vergleich zum scFv(FRP5)-ETA Fusionsprotein erklären könnte, besteht darin, daß ein
Teil des verwendeten bETA42 nicht vollständig funktional war, da das verwendete Biotinylierungs-
Reagenz auch Lysin-Seitenketten modifiziert. Eine Lysin-Seitenkette ist jedoch auch in der „KDEL-like
sequence“ (RDELK) am C-Terminus von Exotoxin A vorhanden. Dieses Signal ist essentiell für die
cytotoxische Aktivität von Exotoxin A (Chaudhary et al., 1990), da es als intrazelluläres „targeting“-
Signal dient und in der Zielzelle einen retrograden Toxintransport über den Golgi Apparat und das
endoplasmatische Retikulum ermöglicht. Modifikation dieser Sequenz durch kovalente Bindung eines
Biotin-Moleküls könnte zum Funktionsverlust dieser Sequenz geführt haben.
  Innerhalb  dieser  Arbeit  wurden  diese  Fragestellungen  bezüglich  der  Cytotoxizität  von
SA-5/bETA42 Komplexen nicht näher untersucht, da auch unter nicht optimierten Bedingungen eine
signifikante und selektive cytotoxische Aktivität der Proteinkomplexe gegenüber ErbB2 exprimierenden
Zellen erreicht wurde. Damit war das grundsätzliche Ziel erreicht, ein System zu etablieren, mit dem die
cytotoxische  Aktivität  von  biotinylierten  proapoptotischen  Effektorfunktionen  gegenüber  ErbB2
exprimierenden Tumorzellen untersucht werden kann.
 Mit dem SA-5 Trägerprotein wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die Serinprotease Granzym B
(GrB) in ErbB2 exprimierende Tumorzellen eingeschleust, um selektiv in diesen Zellen Apoptose zu
induzieren. GrB wurde als Effektor ausgewählt, da diese Protease Apoptose an mehreren zentralen Stellen
apoptotischer Signalkaskaden induziert. Das Protein spaltet im Cytosol von Zielzellen Caspasen und
Caspasen-Substrate und wirkt daher wie eine aktive Effektorcaspase. Obwohl die Präferenz, mit der GrB
Substrate spaltet, derzeit kontrovers diskutiert wird (Adrain et al.,  2004;  Waterhouse  et al.,  2005),
erscheint es gesichert, daß GrB auch beim funktionellen Verlust proapoptotischer Signalmoleküle – eine
Situation, die häufig in Tumorzellen auftritt – weiterhin Apoptose induzieren kann (Barry und Bleackley,
2002; Russell und Ley, 2002). Da GrB Effektorcaspasen aktiviert, dürften viele Resistenzmechanismen,
wie z. B. die funktionelle Inaktivierung des P53 Signalwegs oder die Herunterregulation von Caspase-8,
keine Resistenz gegenüber GrB induzierter Apoptose verleihen.4 Diskussion
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Die Herstellung von enzymatisch aktivem reifem GrB war in unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert
(Giesübel, 2003). Rekombinantes GrB, das von Dr. Ulrike Giesübel zur Verfügung gestellt wurde, war
heterolog in der Hefe Pichia  pastoris  exprimiert,  per  Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt und
biotinyliert. Die effiziente Kopplung von Biotin an GrB wurde im Immunoblot überprüft. Durch die
Analyse der Spaltung einer rekombinanten Form von Procaspase-3 als Substrat für GrB wurde gezeigt,
daß die biotinylierte GrB Variante Procaspase-3 mit vergleichbarer Aktivität wie das nicht-biotinylierte
Protein  prozessiert.  Daraus  ergab  sich,  daß  die  enzymatische  Aktivität  der  Protease  durch  die
Biotinylierung nicht beeinflußt wurde. In einem Bindungstest mit SA-beschichteten Mikrotiterplatten
wurde  gezeigt,  daß  an  SA  gebundenes  bGrB  ein  colorimetrisches  Peptidsubstrat  mit  GrB-
Erkennungssequenz spaltet. Die Bindung von bGrB an SA blockierte also nicht die katalytische Aktivität
der Serinprotease.
Biotinyliertes GrB, welches mit Hilfe des SA-5 Fusionsproteins in ErbB2 exprimierende Zellen
eingebracht wurde, tötete diese Zellen. Dies wurde in MTT-Cytotoxizitätsassays gezeigt, in denen ErbB2-
positive und ErbB2-negative Zellen mit SA-5/bGrB Komplexen in Gegenwart von Chloroquin inkubiert
wurden. Die cytotoxische Aktivität der Komplexe hing dabei von der Präsenz des Zielrezeptors ErbB2
auf der Zelloberfläche sowie von der Gegenwart des endosomolytischen Reagenz Chloroquin ab. Im
Gegensatz zu Exotoxin A besitzt GrB keine Translokationsdomäne, die den „endosome escape“ der
katalytischen Domäne vom endosomalen Kompartiment in das Cytosol bewirkt. GrB benötigt aber
Zugang  zu  zellulären  Substraten  im  Cytosol  und  im  Zellkern,  um  Apoptose  zu  induzieren.  Unter
physiologischen Bedingungen bewirkt Perforin, das zusammen mit GrB aus cytotoxischen Lymphocyten
sekretiert wird, diese cytosolische Translokation von GrB. Mit den in dieser Arbeit konstruierten GrB-
Fusionsproteinen wurde der Einfluß von Chloroquin auf die intrazelluläre Lokalisation von GrB näher
untersucht (vgl. Abschnitt 4.2 dieser Diskussion). In den durchgeführten MTT-Cytotoxizitätsassays
wurden ErbB2 positive Renca-lacZ/ErbB2 und ErbB2 negative Renca-lacZ Zellen bzw. ErbB2-positive
MDA-MB 453 und ErbB2-negative MDA-MB 468  Zellen  zusammen  mit  SA-5/bGrB Komplexen in
Gegenwart von Chloroquin inkubiert. Die Überlebensrate der Zellen wurde nach 14 h durch Zugabe von
MTT bestimmt. Bei einer GrB Konzentration von 25 nM starben etwa 80 % der ErbB2 exprimierenden
Renca-lacZ/ErbB2 Zellen. Im Gegensatz hierzu zeigten ErbB2 negative parentale Renca-lacZ nur geringe
Sensitivität gegenüber den Proteinkomplexen. Diese spezifische cytotoxische Aktivität der SA-5/bGrB
Proteinkomplexe  in  Gegenwart  von  Chloroquin  konnte  auch  gegenüber  ErbB2  exprimierenden
MDA-MB 453  Mammakarzinomzellen  beobachtet  werden,  wohingegen  MDA-MB 468  als  ErbB2
negative Mammakarzinomzellen keine Sensitivität gegenüber diesen Proteinkomplexen zeigten. Zellen,
die jeweils einzeln mit SA-5 oder bGrB inkubiert wurden, zeigten auch in Gegenart von Chloroquin keine
oder nur geringe Sensitivität.
Die  erhobenen  Daten  zeigen,  daß  mit  einem  Antikörper-basierten  Ansatz  das  Einschleusen
ausreichender Mengen von GrB in Tumorzellen möglich ist, um diese selektiv zu eliminieren. SA-5/bGrB
Komplexe wiesen in Gegenwart von Chloroquin bei gleichen molaren Konzentrationen eine stärkere4 Diskussion
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cytotoxische Aktivität auf als SA-5/bETA42 Komplexe. Die Daten der in dieser Arbeit durchgeführten
Cytotoxizitätsassays, bei denen bETA42 oder bGrB als Effektoren verwendet wurden, sind jedoch nicht
direkt miteinander vergleichbar, da nicht sichergestellt werden konnte, daß SA-5/Effektor Komplexe
tatsächlich gleiche Effektorkonzentrationen enthielten. Generell kann durch die hier verwendete Methode
der Protein-Biotinylierung nicht vorhergesagt werden, wie viele Biotin-Moleküle die Effektoren auf der
Oberfläche tragen, was eine Vorhersage des Verhältnisses beider Komplexkomponenten nicht zuläßt.
Eine alternative Biotinylierungsmethode stellt die Verwendung von in vivo Biotinylierungssequenzen dar.
Dies sind Signalsequenzen, die durch Genfusion mit dem Effektor fusioniert werden und im herstellenden
Organismus  posttranslational  mit  Biotin  gekoppelt  werden.  Die  Fusion  mit  einer  solchen
Biotinylierunssequenz würde die Bindung nur eines Biotin-Moleküls pro Effektormolekül bewirken. Mit
solchen  in  Bezug  auf  die  SA-Bindung  „monovalenten“  Effektormolekülen  wäre  dann  die  Bildung
definierter SA-5/Effektorkomplexe möglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf einen solchen Ansatz
nicht weiter eingegangen, da besonders die Ableitung von GrB Fusionsproteinen, in denen enzymatisch
aktives GrB durch Genfusion direkt mit tumorzellspezifischen Zellbindungsdomänen verbunden ist,
vielversprechend erschien.
4.2 GrB als apoptoseinduzierender Effektor in tumorzellspezifischen Fusionsproteinen
Als  tumorzellspezifische  Zellbindungsdomänen  wurde  neben  dem  ErbB2  spezifischen  Antikörper-
fragment scFv(FRP5) auch der Ligand des „epidermal growth factor receptor“ (EGFR) TGFα eingesetzt,
um  ein  Fusionsprotein  mit  Spezifität  für  EGFR  exprimierende  Tumorzellen  abzuleiten.  Die
Zellbindungsdomänen sind in den Fusionsproteinen GrB-5 und GrB-T an den C-Terminus von GrB
fusioniert. Beide Proteine wurden in der Hefe Pichia pastoris exprimiert und konnten in hohen Ausbeuten
aus  Hefekulturüberständen  gereinigt  werden.  Um  die  unabhängige  Faltung  von  Zellbindungs-  und
katalytischer  Domäne  innerhalb  der  Fusionsproteine  sicherzustellen,  wurde  zwischen  beide
Proteindomänen ein flexibler Linker (Gly4-Ser)4 eingefügt. Dieser Linker bewirkte bei der Expression von
GrB-5 eine Steigerung der Ausbeute und der Proteinstabilität. Ein Protein, in dem der Linker nicht
vorhanden war, wurde in Pichia pastoris nur schlecht exprimiert und lag proteolytisch degradiert vor
(Daten nicht gezeigt). Der Versuch, GrB Fusionsproteine in E. coli zu exprimieren, war im Rahmen
dieser Arbeit (Daten nicht gezeigt) wie auch in einer vorangegangenen Arbeit nicht erfolgreich (Giesübel,
2003). Die Proteine konnten zwar in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert werden, waren jedoch zum
überwiegenden  Teil  unlöslich  und  Renaturierungsversuche  führten  nicht  zur  Generierung  von
enzymatisch aktivem GrB (Daten nicht gezeigt).
Aus Hefekulturüberständen gereinigte GrB Fusionsproteine wiesen vergleichbare enzymatische
Aktivität auf, wie unfusioniertes rekombinantes GrB aus Pichia pastoris. In durchflußcytometrischen
Studien banden beide Fusionsproteine spezifisch an ErbB2 bzw. EGFR auf der Zelloberfläche von
Tumorzellen. Die Spezifitäten wurden zusätzlich in Kompetitionsexperimenten bestätigt.
Für Wildtyp-GrB ist bekannt, daß es an bisher nicht identifizierte Zielstrukturen auf Zellober-4 Diskussion
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flächen bindet und schon nach wenigen Minuten in Zellen aufgenommen wird. Auch rekombinantes GrB
aus der Hefe Pichia  pastoris verhält sich bezüglich dieser „intrinsischen“ Zellbindung wie endogen
exprimiertes GrB aus cytotoxischen T-Lymphocyten (Giesübel, 2003). Für den Einsatz von GrB als
Apoptoseinduktor  in  Antikörperfusionsproteinen  könnte  diese  intrinsische  Zellbindung  bei  der
Verwendung in vivo ein Problem darstellen. Internalisierung der Fusionsproteine über die intrinsische
Bindung des GrB Anteils in normalen Geweben könnte dazu führen, daß die Fusionsproteine am Wirkort
nicht mehr zur Verfügung stehen. Die in dieser Arbeit exprimierten GrB Fusionsproteine zeigten in
durchflußcytometrischen Studien allerdings nur sehr schwache Bindung an Zellen, die den Zielrezeptor
der Proteine nicht exprimierten. Diese Bindung wurde wahrscheinlich durch die intrinsische Bindung der
GrB  Domäne  hervorgerufen.  Die  Bindung  an  ErbB2  bzw.  EGFR  hingegen,  die  über  die
Zellbindungsdomänen der Fusionsproteine erfolgt, führte zu deutlich stärkeren Signalen.
Obwohl  beide  Proteindomänen  der  GrB  Fusionsproteine  hinsichtlich  Zellbindung  und
enzymatischer Aktivität funktional waren, konnte in MTT-Assays zunächst keine cytotoxische Aktivität
von  GrB-5  und  GrB-T gegenüber Tumorzellen beobachtet werden, die den jeweiligen Zielrezeptor
exprimieren. Da die proapoptotische Aktivität von GrB durch Spaltung cytosolischer und nukleärer
Substrate vermittelt wird (Andrade et al., 2004; Sarin et al., 1997; Talanian et al., 1997; Waterhouse et
al., 2005), lag die Vermutung nahe, daß ein „endosome escape“ Mechanismus notwendig ist, durch den
die GrB Fusionsproteine in das Cytosol gelangen. Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen, in denen
die  intrazelluläre  Lokalisation  der  GrB  Fusionsproteine  untersucht  wurde,  zeigten  in  der  Tat  eine
Lokalisation  der  Proteine  in  membranumschlossenen  Vesikeln.  Die  grundsätzliche  Fähigkeit  der
Fusionsproteine, Apoptose in Tumorzellen zu induzieren, sofern Zugang zu cytosolischen Substraten
besteht, wurde in Mikroinjektionsexperimenten gezeigt. Injektion von GrB-5 in das Cytosol von Renca-
lacZ Zellen initiierte ausgeprägte apoptotische Morphologie. Um intrazelluläre GrB Fusionsproteine nach
rezeptorvermittelter Aufnahme aus diesen Vesikeln freizusetzen, wurde das endosomolytische Reagenz
Chloroquin eingesetzt. In Gegenwart von Chloroquin wiesen die Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T einen
selektiven cytotoxischen Effekt gegenüber etablierten Tumorzellinien auf, die den jeweiligen Zielrezeptor
auf der Zelloberfläche exprimieren. Die IC50 Werte der Proteine gegenüber Zielzellen wurden nach 14 h
in Gegenwart von Chloroquin in MTT-Assays bestimmt und lagen abhängig von der eingesetzten Zellinie
im piko- bis nanomolaren Bereich. Diese cytotoxischen Aktivitäten sind vergleichbar mit denen der
ErbB2 und EGFR spezifischen rekombinanten Immun- bzw. Wachstumsfaktortoxine scFv(FRP5)-ETA
(Maurer-Gebhard et al., 1998; Wels et al., 1992) und TGFα-ETA (Schmidt und Wels, 1996), die eine
Effektordomäne bakteriellen Ursprungs tragen.
Zellen, die den jeweiligen Zielrezeptor nicht exprimierten, waren auch bei hohen Proteinkonzentrationen
nicht sensitiv gegenüber den GrB Fusionsproteinen.
Bereits 3 h nach Proteinzugabe induzierte GrB-5 eine ausgeprägte apoptotische Morphologie in
ErbB2 exprimierenden Zellen. Diese Daten zeigten erstmals, daß GrB in Form von Antikörperfusions-
proteinen Apoptose selektiv und effizient und mit Kinetiken vergleichbar dem GrB/Perforin System4 Diskussion
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induziert. Unfusioniertes GrB oder inaktive Mutanten der Fusionsproteine, bei denen das Serin im
katalytischen Zentrum gegen Alanin ausgetauscht war, wiesen keine cytotoxische Aktivität auf. Die
cytotoxische Aktivität der GrB Fusionsproteine hängt damit von der Präsenz der Zellbindungsdomäne
und von der enzymatischen Aktivität der GrB Domäne ab.
Die Tatsache, daß nicht fusioniertes GrB auch in relativ hohen Proteinkonzentrationen keine
cytotoxische Aktivität aufwies, zeigt, daß die Protease nach der Aufnahme auch in Gegenwart von
Chloroquin keinen Zugang zum Cytosol erlangt. Die Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T hingegen werden
durch Chloroquin effizient aus dem endosomalen Kompartiment freigesetzt. Nicht fusioniertes GrB,
welches nach „intrinsischer“ Zellbindung internalisiert, muß daher in einer Art von Vesikeln vorhanden
sein, aus denen die Protease nicht durch Chloroquin freigesetzt werden kann. Ein weiterer Hinweis
hierfür ist, daß GrB Fusionsproteine in Zielzellen in Gegenwart von Chloroquin endogene Procaspase-3
in einem direkten Mechanismus aktivieren. In Abwesenheit von Chloroquin erfolgt keine Aktivierung, da
keine Translokation stattgefunden hat. Zellen hingegen, die mit äquimolaren Mengen an GrB behandelt
wurden, zeigten auch in Gegenwart von Chloroquin keine Spaltung von Procaspase-3.
In  dieser  Arbeit  wurde  auch  versucht,  die  Funktion  von  Chloroquin  durch  Einfügen  einer
zusätzlichen  Proteindomäne  in  das  Fusionsprotein  GrB-5  zu  ersetzen.  Dazu  wurde  die
Translokationsdomäne des Diphtherietoxins („diphtheria toxin translocation domain“, DTT) zwischen
katalytischer und Zellbindungsdomäne eingefügt, um so dem Protein selbst die Fähigkeit zu verleihen, in
das  Cytosol  zu  translozieren.  Das  resultierende  Fusionsprotein  GrB-DTT-5  war  jedoch  nach  der
Expression in Hefe stark degradiert und konnte nicht als vollständiges Protein in präparativen Mengen
aus Hefekulturüberständen gereinigt werden (Daten nicht gezeigt). Der Einsatz von Chloroquin in vivo
stellt allerdings nicht notwendigerweise ein Problem dar, da Chloroquin bereits in hohen Dosen als
endosomolytisches  Reagenz  in  therapeutischen  Tiermodellen  ohne  signifikante  Nebenwirkungen
eingesetzt wird (Zhang et al., 2003). Beim Menschen dient Chloroquin der Therapie von Malaria und
wird als Basistherapeutikum bei der Behandlung rheumatischer Erkrankungen verwendet (Mutschler et
al., 2001).
Zeitgleich  zu  den  hier  durchgeführten  Arbeiten  zum  selektiven  Einschleusen  von  GrB  in
Tumorzellen wurden andere Arbeiten veröffentlicht, in denen das gleiche Ziel verfolgt wurde (Liu et al.,
2003a; Liu et al., 2003b). In diesen Arbeiten wurden GrB Fusionsproteine bestehend aus GrB und dem
„vascular endothelial growth factor“ (VEGF) bzw. dem gp240 spezifischen scFvMEL als tumorzell-
spezifische Bindungsdomänen konstruiert. Beide Proteine wurden in E. coli exprimiert und in nativer
Form gereinigt. Die Proteine wurden allerdings in enzymatisch inaktiver Form erhalten und mußten
zunächst durch Zugabe von Protease aktiviert werden. Zur Induktion von Apoptose durch GrB-VEGF
und GrB-scFvMEL war eine 10 bis 100 fach höhere Proteinkonzentration im Vergleich zu den hier
beschriebenen GrB Fusionsproteinen erforderlich. Außerdem erforderte die Induktion von Apoptose
durch diese Proteine eine deutlich längere Zeit (16 bis 24 h für positive TUNEL-Färbungen und 72 h für
die Messung der cytotoxischen Aktivität). Eine mögliche Erklärung für diese erheblichen Unterschiede4 Diskussion
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bezüglich Kinetik und cytotoxischer Aktivität liegt wahrscheinlich in unterschiedlichen enzymatischen
Aktivitäten der GrB Fusionsproteine begründet. Unklar bleibt auch, wie die Fusionsproteine GrB-VEGF
und  GrB-scFvMEL  nach  rezeptorvermittelter  Aufnahme  das  Cytosol  der  Zielzelle  erreichten.
Offensichtlich  erfolgte  bei  diesen  Proteinen  eine  Translokation  der  GrB  Fusionsproteine  aus  dem
endosomalen Kompartiment, ohne daß hierfür ein endosomolytisches Reagenz zugegeben werden mußte.
Diese Daten stehen im Gegensatz zu den hier mit den GrB-5 und GrB-T erarbeiteten Daten, bei denen
auch  bei  hohen  Proteinkonzentrationen  Chloroquin  für  die  Translokation  und  für  die  cytotoxische
Aktivität der Fusionsproteine benötigt wurde.
In einem vergleichbaren Ansatz wurde ein Disulfidbrücken-verknüpftes GrB Immunkonjugat aus
dem Disulfidbrücken-stabilisierten Fv-Fragment (dsFv) des mAk B3, der das tumorassoziierte Lewis Y
Antigen erkennt, hergestellt (Kurschus et al., 2004). In dieser Arbeit wurde GrB als Proenzym in E. coli
exprimiert, denaturiert, gereinigt, renaturiert, durch Cathepsin C aktiviert und an das Antikörperfragment
gekoppelt. Die mit diesem Immunkonjugat erzielten cytotoxischen Aktivitäten waren im Vergleich zu den
ErbB2 und EGFR spezifischen GrB-Fusionsproteinen GrB-5 und GrB-T ebenfalls gering, und die IC50
Werte des Immunkonjugats waren nach 48 h um den Faktor 10 bis 300 höher als die in dieser Arbeit nach
14 h gemessenen IC50 Werte. Für die cytotoxische Aktivität des GrB Immunkonjugats war ebenfalls im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten keine „endosome escape“ Funktion erforderlich.
Neben diesen GrB Fusionsproteinen sind in der Literatur zwei weitere Ansätze beschrieben, bei
denen Caspase-3 bzw. GrB in Form von Fusionsproteinen zur selektiven Induktion von Apoptose in
Tumorzellen verwendet wurden. Als tumorzellspezifische Bindungsdomäne diente hier jeweils der ErbB2
spezifische scFv e23sFv (Jia et al., 2003; Zhao et al., 2004). Neben katalytischer und Zellbindungs-
domäne enthielten diese Proteine auch die Translokationsdomäne des bakteriellen Exotoxin A, die den
Fusionsproteinen einen Übertritt der katalytischen Domäne vom endosomalen Kompartiment in das
Cytosol  erlaubten.  Die  Fusionsproteine  wurden  jedoch  nicht  als  gereinigte  rekombinante  Proteine
eingesetzt. Humane Jurkat Lymphomzellen wurden mit den Expressionskonstrukten transfiziert und
zusammen mit ErbB2 exprimierenden Zielzellen kultiviert. Die Sekretion der Fusionsproteine führte zum
selektiven Abtöten ErbB2 exprimierender Zellen in vitro und zu einem verminderten Tumorwachstum
von ErbB2 exprimierenden Tumoren in vivo. Ein Vergleich der Daten mit denen dieser Arbeit ist nicht
möglich, da die Proteinkonzentrationen der sekretierten ErbB2 spezifischen Fusionsproteine in den
Überständen der Jurkat Zellen nicht untersucht wurden. Die Tatsache, daß transfizierte Zellen an Stelle
von gereinigten rekombinanten Proteinen eingesetzt wurden, unterstreicht allerdings die technischen
Schwierigkeiten, die die Generierung von Antikörperfusionsproteinen bereitet.
Neben den bisher beschriebenen Ansätzen, GrB in Form von Fusionsproteinen zur selektiven
Induktion von Apoptose in Tumorzellen zu verwenden, wurde auch der Einsatz von vier weiteren
Effektordomänen in Tumorzell-spezifischen Fusionsproteinen beschrieben. Die proapoptotischen Bcl-2
Proteine Bik, Bak und Bax sowie die Nuklease CAD wurden mit dem Peptidhormon „gonadotropin
releasing hormone“ (GnRH) als tumorzellspezifische Zellbindungsdomäne fusioniert (Ben-Yehudah und4 Diskussion
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Lorberboum-Galski,  2004).  Der  GnRH  Rezeptor  wird  auf  verschiedenen  Adenokarzinomen
überexprimiert. Die Proteine wurden in E. coli  exprimiert  und  ohne  vorherige  Proteinreinigung  in
Zellysaten zur weiteren Analyse eingesetzt. In vitro zeigten die Bik-, Bak- und Bax-Fusionsproteine
cytotoxische Aktivität gegenüber GnRH überexprimierenden Tumorzellen, allerdings nur in Gegenwart
sehr hoher Proteinkonzentrationen (5-10 µg/ml) und nach langen Inkubationszeiten (72 h) (Azar und
Lorberboum-Galski, 2000). Gleiches gilt für das Fusionsprotein, in dem CAD als Effektorfunktion ver-
wendet wurde. Auch hier führten hohe Proteinkonzentrationen (5 µg/ml) nach langen Inkubationszeiten
(72 h) nur partiell zum Absterben (40 % überlebende Zellen) der Zellen (Ben-Yehudah et al., 2003).
Eine  mögliche  Erklärung  für  die  in  diesen  Veröffentlichungen  beobachteten  niedrigen
cytotoxischen  Aktivitäten  der  Fusionsproteine  ergibt  sich  aus  der  Rolle,  die  diese  apoptotischen
Signalmoleküle bei der Apoptoseinduktion spielen. Obwohl die proapoptotischen Bcl-2 Proteine Bik, Bak
und Bax in apoptotischen Signalkaskaden wirken, sind diese Proteine, genau wie CAD, keine direkten
Induktoren des apoptotischen Zelltods. Proteine der Bcl-2 Proteinsuperfamilie sind Teil eines komplexen
regulatorischen  Netzwerks,  und  DNA-Schäden,  die  durch  CAD  induziert  werden,  reichen  alleine
wahrscheinlich nicht aus, um Apoptose effizient zu induzieren.
In einer weiteren Arbeit wurde Caspase-3 als Effektorfunktion in einem therapeutischen Ansatz zur
Eliminierung HIV-infizierter Zellen eingesetzt (Vocero-Akbani et al., 1999). Die Spezifität für infizierte
Zellen wurde dadurch erreicht, daß eine modifizierte Form der Procaspase-3 verwendet wurde, in der die
endogene Spaltstelle zwischen großer und kleiner Caspase-Untereinheit durch eine Erkennungssequenz
der HIV-Protease ausgetauscht wurde. Infizierte Zellen, in denen die HIV-Protease vorlag, wurden so
durch Aktivierung der Caspase-3  und  die  resultierende  Induktion  von  Apoptose  eliminiert.  Nicht-
infizierte Zellen hingegen waren aufgrund der fehlenden proteolytischen Aktivität resistent. Um das
rekombinante Protein in Zellen einzuschleusen, wurde das Caspase-3  Derivat  mit  der  kationischen
„protein transduction sequence“ des HIV Tat Proteins (Nagahara et al.,  1998)  fusioniert,  das  eine
unselektive Aufnahme in Zellen erlaubt. Zur Eliminierung HIV-infizierter Zellen in vitro  waren  bei
diesem  Ansatz  allerdings  sehr  hohe  Proteinkonzentrationen  im  dreistelligen  nanomolaren  Bereich
erforderlich. Während frühere Arbeiten die „protein transduction sequence“ des Tat Proteins als sehr
effizient  hinsichtlich  des  Einschleusens  angehängter  Polypeptide  beschreiben,  zeigen  neuere
Publikationen, daß die basischen Aminosäuren zu einer unspezifischen Bindung von Proteinen an Zellen
führen, nicht aber den aktiven Membrandurchtritt fördern (Leifert et al., 2002). Für die therapeutische
Applikation von Proteinen in Zellen erscheint ein derartiger unspezifischer Aufnahmemechanismus daher
als  wenig  effizient  und  liefert  eine  mögliche  Erklärung  für  die  Notwendigkeit  der  hohen
Proteinkonzentrationen des Caspase-3 Fusionsproteins.
Ein wichtiges Kriterium eines Effektors in apoptoseinduzierenden Antikörperfusionsproteinen ist
die Auswahl eines Proteins, das trotz vorhandener Resistenzmechanismen in Tumorzellen Apoptose
induziert. Das einzige humane Protein, das GrB inhibiert, ist der zur Familie der Serpine gehörende
Proteinase Inhibitor-9  (PI-9)  (Trapani,  2001).  Normalerweise  wird  PI-9  in  lymphoiden  Geweben,4 Diskussion
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immunprivilegierten  Geweben  und  T-Lymphocyten,  sowie  in  reifen  dendritischen  Zellen  und
Endothelzellen  exprimiert  (Buzza  et al., 2001; Medema et al., 2001; Sun et al.,  1996).  In  hohen
Konzentrationen ist PI-9  in  cytotoxischen  T-Zellen  und  NK-Zellen  vorhanden,  und  dient  dort  als
Eigenschutzmechanismus gegen sekretiertes oder intrazellulär fehlgeleitetes GrB. Darüber hinaus konnte
die Expression von PI-9 in diversen humanen Tumoren beobachtet werden, woraus in einigen Fällen eine
partielle  Resistenz  dieser  Tumorzellen  gegenüber  CTL  vermittelter  Apoptose  in vitro und in vivo
resultierte (Classen et al., 2004; Medema et al., 2001). Die in dieser Arbeit verwendeten humanen A-431
Vulvakarzinomzellen exprimieren PI-9 mRNA (Giesübel, unveröffentlicht) und damit wahrscheinlich
auch PI-9 Protein. A-431 Zellen wurden jedoch durch beide GrB Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T
abgetötet, zeigten allerdings eine geringere Sensitivität als die PI-9 negativen Zellinien Renca-lacZ/ErbB2
gegenüber GrB-5 und MDA-MB 468 gegenüber GrB-T. Möglicherweise ist dabei ein relativer Überschuß
an GrB Fusionsproteinen entscheidend für die noch nachweisbare Cytotoxizität.
Die  Morphologie  von  A-431  Zellen,  die  mit  GrB-5  oder  GrB-T  zusammen  mit  Chloroquin
behandelt waren, legt nahe, daß die Zellen durch Induktion von Apoptose gestorben sind. Neben dem
charakteristischen „membrane blebbing” konnte die typische Kondensation der nukleären DNA durch
Färbung mit dem DNA-Farbstoff Hoechst-33342 gezeigt werden.
Abb. 3.1  Caspasenunabhängige  Mechanismen  der  durch  GrB  induzierten  Apoptose.  Bei Blockade von Caspasen durch den
Caspaseninhibitor zVAD-fmk induziert GrB dennoch Apoptose. Durch GrB induzierte, caspasenunabhängige Signalwege sind die Spaltung von
Bid und die durch tBid vermittelte Freisetzung caspasenunabhängig wirkender Effektoren aus dem mitochondrialen Intermembranraum. Ein
weiterer Mechanismus besteht in der Spaltung von ICAD, dem Inhibitor der „caspase activated DNAse“ CAD. Spaltung von ICAD führt zur
Translokation von CAD in den Zellkern und zur internukleosomalen Fragmentierung der chromosomalen DNA.
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Als weiteres Charakteristikum apoptotischer Zellen wurde die Aktivierung von Effektorcaspase-3 und
Initiatorcaspasen-8 und -9 in A-431 Zellen analysiert, die mit GrB-5 bzw. GrB-T behandelt waren. Die
Aktivierung dieser Caspasen durch die GrB Fusionsproteine bestätigt, daß GrB-5 und GrB-T Apoptose
durch  Aktivierung  zentraler  Apoptosesignalmoleküle  induzieren.  Caspase-3  wird  durch  die
Fusionsproteine durch einen direkten Mechanismus aktiviert. Gleichzeitige Behandlung von A-431 Zellen
mit GrB Fusionsproteinen und dem Caspaseinhibitor zVAD-fmk  blockierte  zwar  die  enzymatische
Aktivität von Caspase-3 -8 und -9, die Spaltung von Caspase-3 zwischen großer und kleiner Untereinheit
konnte jedoch nicht verhindert werden und kann daher nur durch exogenes GrB verursacht worden sein.
Wie erwartet war die Aktivierung endogener Caspasen durch GrB Fusionsproteine jedoch nicht
allein für die Induktion von Apoptose verantwortlich. Blockierung der enzymatischen Aktivität der
Caspasen  durch  den  Caspase-Inhibitor  zVAD-fmk  führte  zwar  zu  einer  reduzierten  cytotoxischen
Aktivität von GrB-5 gegenüber A-431 Zellen, konnte diese aber nicht vollständig inhibieren. Dies läßt
sich dadurch erklären, daß GrB neben einigen Caspasen auch die Caspasen-Substrate Bid und ICAD
aktiviert (vgl. Abb. 3.1). Spaltung von Bid führt auch zur Freisetzung caspasenunabhängiger Effektoren
aus den Mitochondrien, und Spaltung von ICAD hat die nukleäre Translokation von CAD und die
internukleosomale Spaltung der chromosomalen DNA zur Folge.
Um die weitere Charakterisierung von GrB-5 und GrB-T zu erleichtern, wurde in dieser Arbeit ein
Schwerpunkt auch auf die Optimierung der Expression dieser Fusionsproteine in Hefe gelegt. Dadurch
sollte die Voraussetzung für die Herstellung großer Mengen an GrB Fusionsproteinen für einen späteren
Einsatz in in vivo Experimenten geschaffen werden. Während dies im Rahmen dieser Arbeit noch nicht
umfassend  umgesetzt  werden  konnte,  wurden  jedoch  vielversprechende  Daten  gewonnen,  die  den
grundsätzlichen Nutzen des hier bearbeiteten Ansatzes belegen.
4.3 Optimierte Expression rekombinanter Proteine in der Hefe Pichia pastoris
Ein Hauptproblem bei der Produktion multifunktionaler Proteine für eine experimentell-therapeutische
Nutzung ist mit der technischen Schwierigkeit verbunden, aktive Proteine in ausreichenden Mengen zu
generieren. Die in dieser Arbeit charakterisierten GrB Fusionsproteine GrB-5 und GrB-T wurden im
eukaryotischen Hefeexpressionssystem Pichia pastoris in funktional aktiver Konformation exprimiert.
Bei  Expression  von  GrB  Fusionsproteinen  in  E. coli  hingegen  lagen  diese  hauptsächlich  in  Form
unlöslicher „inclusion bodies” vor, und die Renaturierung der denaturierten und gereinigten Proteine in
ihre aktive Konformation war nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt) (Giesübel, 2003). „Inclusion bodies“
werden durch falsche Proteinfaltung hervorgerufen, wodurch hydrophobe Bereiche des Proteins exponiert
sind und so zur Interaktion mit hydrophoben Bereichen anderer Polypeptidketten zur Verfügung stehen
(Goloubinoff et al., 1999; Jaenicke, 1998). Ein Ansatz, die Löslichkeit heterolog exprimierter Proteine zu
erhöhen,  besteht  darin,  sie  in  Form  von  Fusionsproteinen  mit  einer  löslichen  Proteindomäne
(„solubilizing agent”) zu exprimieren (Nygren  et al., 1994; Uhlen et al.,  1992). Hierzu eingesetzte
Fusionspartner sind u. a. die Glutathion-S-Transferase (GST) (Tudyka und Skerra, 1997) und das Maltose4 Diskussion
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Bindungsprotein (MBP) (di Guan et al., 1988; Kapust und Waugh, 1999). Für viele Proteine konnte
gezeigt werden, daß ihre Löslichkeit und Stabilität durch Fusion mit MBP erhöht wird (Hayhurst, 2000;
Jacquet et al., 1999; Pryor und Leiting, 1997; Yoda et al., 2000), was dadurch erklärt werden kann, daß
MBP die korrekte Faltung des Fusionspartners fördert. Aus diesem Grunde wird MBP im Kontext von
Fusionsproteinen auch als Chaperon bezeichnet (Bach et al., 2001; Kapust und Waugh, 1999). Diese
stabilisierenden und die Löslichkeit verbessernden Eigenschaften des MBP führen häufig auch zu einer
generellen und mitunter starken Ausbeutesteigerung an löslichem Fusionsprotein bei der bakteriellen
Expression  im  Vergleich  zum  unfusioniert  exprimierten  Protein.  Im  Gegensatz  zu  prokaryotischen
Expressionssystemen liegt der Vorteil eukaryotischer Systeme in der oft vielfältigeren Fähigkeit zur
Prozessierung,  Faltung  und  posttranslationalen  Modifizierung  (z. B.  Glykosylierung)  heterolog
exprimierter  Proteine.  Im  Gegensatz  zu  höheren  Eukaryoten,  in  denen  oft  nur  geringe  Mengen
rekombinanter Proteine hergestellt werden können, eignen sich Hefen zur Generierung vergleichsweise
großer Proteinmengen [Übersicht: (Cereghino und Cregg, 2000; Cregg et al., 2000)] — die in E. coli
möglichen Ausbeuten können allerdings häufig nicht erreicht werden. In dieser Arbeit wurde versucht,
die oben beschriebenen positiven Eigenschaften der „solubilizing agents” bezüglich Löslichkeit, Stabilität
und  Ausbeute  bei  der  bakteriellen  Proteinexpression  in  E. coli  auch  auf  das  Pichia  pastoris
Expressionssystem  zu  übertragen.  Um  das  „solubilizing  agent“  posttranslational  in  vivo  vom
Fusionspartner zu trennen, wurde in den hier verwendeten Expressionskonstrukten zwischen „solubilizing
agent“ und Fusionspartner eine Erkennungssequenz der Protease Furin eingefügt. Das Hefehomolog von
Furin ist Kexin. Kexin gehört zu einer Proteinfamilie, die auch die bakteriellen Subtilisine und Subtilisin-
ähnliche Proteasen der Säugetiere mit umfaßt. Diese Endoproteasen spalten ihre Substrate C-terminal von
gepaarten basischen Aminosäuren (Fuller et al., 1989).
Die  in  dieser  Arbeit  hergestellten  Expressionskonstrukte  pPIC9-MBP-furS-GrB  und
pPIC9-MBP-furS-ErbB21-222 enthalten die Sequenz des MBP, gefolgt von einer optimierten Erkennungs-
sequenz der Endoprotease Furin (Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg-Ser) und den cDNAs von ErbB21-222 bzw.
reifem GrB. Ein weiteres Konstrukt bestand aus den Sequenzen der Gluthation-S-transferase, der Furin-
Erkennungssequenz und GrB (pPIC9-GST-furS-GrB). ErbB21-222  wurde  hier  als  Modellprotein  aus-
gewählt, da es grundsätzlich in Pichia pastoris exprimierbar ist (Gerstmayer et al., 1997) und auch im
Rahmen  dieser  Arbeit  als  rekombinantes  Protein  eingesetzt  wurde.  Der  Vektor  pPIC9-ErbB21-222
(Gerstmayer et al., 1997), der bereits früher zur Expression von ErbB21-222 in der Hefe eingesetzt wurde,
diente als Referenzkonstrukt. Zunächst wurde untersucht, ob das modifizierte Pichia Expressionssystem
grundsätzlich zur Generierung von enzymatisch aktivem GrB eignet, was eine Grundvoraussetzung für
die Expression von bifunktionalen GrB Fusionsproteinen darstellt.
Durch das in dieser Arbeit entwickelte System konnte bei der Expression von ErbB2 und GrB in
Pichia pastoris die Ausbeute dieser Proteine um ein Vielfaches gesteigert werden.
Expressionsklone,  die  mit  den  Konstrukten  pPIC9-MBP-furS-GrB  bzw.  pPIC9-MBP-furS-
ErbB21-222  transformiert  waren,  lieferten  nach  der  Induktion  deutlich  höhere  Proteinmengen  in  den4 Diskussion
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Kulturüberständen  als  Hefen,  die  mit  den  Referenzkonstrukten  pPIC9-ErbB21-222  bzw.  pPIC9-GrB
transformiert waren. Um die exprimierten Proteinmengen miteinander zu vergleichen, wurden Western
blot  Analysen  mit  Hefekulturüberständen  induzierter  Kulturen  durchgeführt.  Dabei  wurden  täglich
Proben  zur  Messung  der  Zelldichte  und  zur  Analyse  der  Proteinexpression  entnommen.  Die
Kulturüberstände wurden abzentrifugiert und im Western blot mit dem mAk FRP5 auf Expression von
ErbB21-222 bzw. mit dem mAk 2C5 auf Expression von GrB untersucht. Die detektierten Banden wurden
mit dem Programm ImageJ 1.32j (NCBI) durch Messen der mittleren Grauwerte (MGV, „mean grey
values”) quantifiziert.
Durch N-terminale Fusion der MBP-furS Domäne konnte die GrB Ausbeute im Kulturüberstand
nach dreitägiger Induktion etwa um das neunfache gesteigert werden. Nach viertägiger Induktion wurde
mit dieser Methode der Quantifizierung eine Ausbeutesteigerung um den Faktor sieben gemessen. Der
mit pPIC9-GST-furS-GrB transformierte Hefeklon hingegen exprimierte GrB nur in geringen Mengen.
Bei der Expression von ErbB21-222 war ebenfalls ein erheblicher Effekt der MBP-furS Domäne auf die
ErbB21-222  Ausbeute  meßbar.  Der  MBP-furS-ErbB21-222  Expressionsklon  lieferte  nach  dreitägiger
Induktion etwa die vierfache Menge an ErbB21-222, nach vier Tagen etwa die dreifache Menge wie der
Referenzklon (pPIC9-ErbB21-222).  Eine  Abhängigkeit  dieser  durch  die  MBP-furS  Domäne  erzielten
Expressionsverstärkung von unterschiedlichen Wachstumskinetiken der Hefeklone konnte ausgeschlossen
werden.  Allerdings  ist  hier  festzustellen,  daß  die  verwendete  Methode,  Proteinmengen  in
Hefekulturüberständen miteinander zu vergleichen, den Nachteil aufweist, daß starke Signale zu einer
maximalen Schwärzung des Films führen, tendenziell also als zu schwach gemessen werden. Aus diesem
Grunde sind die nach dreitägiger Induktion gemessenen relativen Werte sicherlich zuverlässiger als die
Werte, die nach viertägiger Induktion gemessen wurden.
Neben den beobachteten erheblichen Ausbeutesteigerungen durch Fusion der MBP-furS Domäne
war auch eine vollständige posttranslationale Prozessierung der MBP-furS-ErbB21-222 und MBP-furS-GrB
Fusionsproteine nachweisbar. In Western blot Analysen von Hefekulturüberständen wurden mit anti-
ErbB2 bzw. anti-GrB Antikörpern ausschließlich Proteine mit einem Molekulargewicht detektiert, das
dem von freiem ErbB21-222 bzw. GrB entsprach. Die Spaltung erfolgte dabei offensichtlich wie erwartet
innerhalb der Erkennungssequenz der Protease Furin (furS), da auch freies MBP in den Überständen
nachgewiesen  wurde.  Im  Falle  des  MBP-furS-GrB Fusionsproteins führte  die  Deletion  des  Serin
innerhalb der Furin-Spaltstelle dazu, daß das Protein nicht mehr vollständig gespalten werden konnte,
neben  GrB  also  auch  MBP-fur-GrB als vollständiges Protein in den Kulturüberständen induzierter
Hefekulturen detektierbar war.
Die durch N-terminale Fusion der MBP-furS Domäne an GrB oder ErbB21-222 erreichten, um ein
vielfaches erhöhten Ausbeuten zeigen, daß diese Domäne als Expressionsverstärker im Kontext der hier
konstruierten Fusionsproteine agiert. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt auf Ebene der Transkription,
der Translation oder posttranslational wirkt, wurde die GrB mRNA Expression in den verwendeten
Hefeklonen analysiert. Hierfür wurden quantitative TaqMan PCR Analysen durchgeführt. Es konnten4 Diskussion
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keine  signifikanten  Unterschiede  in  der  GrB  mRNA  Expression  gemessen  werden,  die  den
expressionsverstärkenden Effekt der MBP-furS Domäne erklären können. Ein transkriptioneller Effekt
der MBP-furS Domäne kann daher ausgeschlossen werden, was bedeutet, daß die MBP-furS Domäne auf
translationaler oder posttranslational Ebene wirkt. Bei der Analyse der intrazellulären Fraktion von
Hefeklonen, die mit pPIC9-GrB, pPIC9-MBP-furS-GrB bzw. pPIC9-GST-furS-GrB transformiert waren,
war im Falle des pPIC9-GrB Expressionsklons eine intrazelluläre Akkumulation von GrB detektierbar.
Die mit pPIC9-MBP-furS-GrB und pPIC9-GST-furS-GrB transformierten Klone zeigten diese Akku-
mulation nicht. Dies könnte bedeuten, daß akkumuliertes GrB nicht in korrekt gefalteter Konformation
vorlag. Proteine, die sekretiert werden, werden zunächst in das ER importiert und von dort aus zum Golgi
Apparat transportiert, von wo aus die Sekretion erfolgt. Für den vesikulären Transport müssen die
Proteine korrekt gefaltet sein. Das zelluläre System, das die Faltung von Proteinen auch in der Hefe
überwacht, wird als „ER quality control” bezeichnet (Ellgaard und Helenius, 2003; Kostova und Wolf,
2003). Falsch gefaltete Proteine werden im ER zurückgehalten und akkumulieren dort, oder sie werden
durch das Ubiquitin-Proteasom System abgebaut.
Die beobachtete intrazelluläre Proteinakkumulation von GrB muß zu einer verringerten Menge an
sekretiertem GrB im Hefekulturüberstand führen. Bei dem MBP-furS-GrB Fusionskonstrukt war keine
Akkumulation  rekombinanter  Proteine  im  Zellinneren  detektierbar  (Abb. 3.26),  was  eine  mögliche
Erklärung für die durch die MBP-furS Domäne vermittelte Ausbeutesteigerung liefern könnte. Dies
würde bedeuten, daß die MBP-furS Domäne die korrekte Faltung der GrB Domäne fördert, wodurch eine
effizientere Sekretion ermöglicht wird. Im Kontext des hier konstruierten Fusionsproteins MBP-furS-GrB
wirkt MBP also als Chaperon. Dieser Effekt erfolgt, wie durch die quantitativen PCR-Analysen gezeigt,
auf translationaler oder posttranslationaler Ebene.
Zur  Messung  der  enzymatischen  Aktivität  von  GrB  in  den  Kulturüberständen  induzierter
Expressionskulturen wurden colorimetrische Peptidspaltungsassays mit dem synthetischen GrB Substrat
Ac-IETD-pNA durchgeführt. Hierbei zeigte sich, daß GrB, welches durch den mit pPIC9-MBP-furS-GrB
transformierten Klon exprimiert wurde, keine enzymatische Aktivität aufwies. Im Gegensatz dazu war in
Vergleichskulturen, in denen Hefen mit dem Referenzkonstrukt pPIC9-GrB transformiert waren, GrB
Aktivität nachweisbar. GrB wird durch cytotoxische Lymphocyten als Prä-Proenzym synthetisiert und
erlangt erst nach Abspaltung von Signalpeptid und inhibitorischem Dipeptid enzymatische Aktivität. Aus
diesem Grunde lag die Vermutung nahe, daß das Serin innerhalb der furS-Sequenz, das nach Spaltung
durch  Furin  theoretisch  am  N-Terminus  von  GrB  zurückbleiben  sollte  (vgl.  Abb. 3.27 C),  die
enzymatische Aktivität der Serinprotease inhibiert. Ein Hefeklon, der mit einem Vergleichskonstrukt
transformiert  war,  in  dem  das  Serin  innerhalb  der  Furin-Erkennungssequenz  deletiert  war  (fur),
exprimierte enzymatisch aktives GrB.
Da sich beide Konstrukte, MBP-furS-GrB und MBP-fur-GrB, nur durch das Serin innerhalb der
Furin-Schnittstelle unterschieden, zeigen diese Daten, daß dieses Serin die enzymatische Aktivität von
GrB blockiert. GrB, das als MBP-fur-GrB Fusionsprotein exprimiert wurde, war zwar enzymatisch aktiv,4 Diskussion
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wurde allerdings nicht mehr vollständig prozessiert. In Kulturüberständen von Expressionskulturen, die
mit pPIC9-MBP-fur-GrB transformiert waren, war neben prozessiertem GrB auch ein deutlicher Anteil
des ungespaltenen MBP-fur-GrB Fusionsproteins detektierbar. Dies bedeutet, daß die veränderte Furin-
Schnittstelle (Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg) kein optimales Substrat des Furin Homologs in Hefe darstellt.
Da die enzymatische Aktivität von GrB durch das N-terminale Serin offensichtlich vollständig inhibiert
wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter versucht, die Ausbeute an GrB Fusionsproteinen durch
N-terminale Fusion mit der MBP-furS zu steigern. Für Proteine, die ein N-terminales Serin tolerieren,
stellt das hier entwickelte System allerdings eine Strategie dar, um die Ausbeute bei der hetereologen
Expression in Pichia pastoris um ein Vielfaches zu steigern.
Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit auch für ErbB21-222 gezeigt werden. Weitere, hier nicht
gezeigte Daten, die z. T. in Zusammenarbeit mit Dr. Robert Weth in unserer Gruppe erarbeitet wurden,
weisen außerdem darauf hin, daß das hier entwickelte System auch bei der Expression rekombinanter
Proteine in E. coli sowie in Säugerzellen zu einer deutlichen Ausbeutesteigerung bei gleichzeitiger in vivo
Prozessierung der MBP-furS Domäne führen kann. In einem Pilotexperiment führte die N-terminale
Fusion der MBP-furS Domäne bei der Expression von ErbB21-222 in E. coli nach der Sekretion des
Fusionsproteins durch das Signalpeptid des „outer membrane protein A” von E. coli (ompA) zu einer
deutlichen Ausbeutesteigerung an löslichem ErbB21-222 im periplasmatischen Raum (Daten nicht gezeigt).
Daß  durch  N-terminale Fusion von MBP die Ausbeute verschiedener Proteine in E. coli erheblich
gesteigert werden kann, wurde bereits in zahlreichen Arbeiten gezeigt (Hayhurst, 2000; Jacquet et al.,
1999; Pryor und Leiting, 1997; Yoda et al., 2000). Daher war ein solcher Effekt des MBP auch bei der
Expression von MBP-furS-ErbB21-222 in E. coli  zu  erwarten.  Die  Nutzung  einer  endogen  kodierten
Protease, die das MBP vom Fusionspartner trennt, stellt allerdings auch in E. coli einen neuen Ansatz dar.
Der  potentielle  Nachteil,  der  sonst  durch  Fusion  von  Proteinen  mit  MBP  entsteht,  nämlich  die
Notwendigkeit der Abspaltung des MBP in vitro, entfällt durch die Prozessierung in vivo. Mögliche
Endoproteasen, die in E. coli die Furin-Erkennungssequenz spalten, sind die bakteriellen Subtilisine, die
aufgrund ähnlicher Substratspezifität wahrscheinlich auch Furin- bzw. Kexin-Substrate spalten.
Weitere Daten, die in Zusammenarbeit mit Dr. Robert Weth erarbeitet wurden, zeigen, daß durch
N-terminale Fusion der MBP-furS Domäne auch in Vero Affennierenfibroblastenzellen die Ausbeute
eines sekretierten Fusionsproteins im Vergleich zum unfusionierten Protein um ein Vielfaches gesteigert
werden kann (Daten nicht gezeigt). Ein auf diese Weise exprimiertes Protein war ein Fusionsprotein
bestehend aus der CD28-Bindungsdomäne des humanen CD86 (CD86111), den „hinge”-, CH2- und CH3-
Domänen des humanen IgG1 und scFv(FRP5) (Biburger et al., 2005), das N-terminal mit der MBP-furS
Domäne fusioniert war. Dieses Protein wurde durch das CD86 Signalpeptid in den Kulturüberstand
geleitet. Bei der Verwendung des Igκ  Signalpeptids hingegen konnte diese Ausbeutesteigerung vermittelt
durch die MBP-furS Domäne nicht erzielt werden.
Das Prinzip der Ausbeutesteigerung, nämlich die N-terminale Fusion eines „solubilizing agent“,
das posttranslational in vivo durch Nutzung einer endogen kodierten Protease abgespalten wird, wurde4 Diskussion
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meiner Kenntnis nach in dieser Arbeit erstmals verwendet und könnte generell eine neue Strategie der
Ausbeutesteigerung bei der Expression rekombinanter Proteine darstellen.
4.4 AIF als caspasenunabhängiger Effektor in humanisierten Immuntoxinen
Als  alternativer  Effektor  in  Antikörperfusionsproteinen  wurde  im  Rahmen  dieser  Arbeit  auch  das
Flavoprotein „apoptosis inducing factor“ (AIF) als Caspasen-unabhängig agierendes proapoptotisches
Signalmolekül eingesetzt. Ein Fusionsprotein, das unabhängig von der Aktivität von Caspasen Zelltod
induzieren kann, könnte grundlegende Resistenzmechanismen, die durch Inaktivierung von Caspasen
auftreten, umgehen. So trägt die Inhibition oder Inaktivierung von Caspasen durch Tumorzellen zur
Therapieresistenz bei (Faderl und Estrov, 2001; Fulda und Debatin, 2002; Svingen et al., 2000). Der
Erfolg  einer  antitumoralen  Therapie  hängt  offenbar  sogar  von  der  Fähigkeit  des  verwendeten
Cytostatikums ab, Caspasen zu aktivieren (Lockshin, 2004). Resistenz gegenüber Cytostatika wird z. B.
durch die verminderte Expression einzelner Caspasen aufgrund epigenetischer Änderungen (Estrov et al.,
1998; Fulda et al., 2001a; Fulda et al., 2001b; Koomagi und Volm, 2000; Teitz et al., 2000) oder durch
Mutationen in Caspaseexons verursacht (Janicke et al., 1998).
Zu  Beginn  der  hier  dargestellten  Arbeiten  mit  AIF  Fusionsproteinen,  war  die  Rolle,  die  AIF  in
apoptotischen Signalwegen einnimmt, noch weitgehend unklar. Heute erscheint es jedoch gesichert, daß
die Freisetzung von AIF aus dem mitochondrialen Membranraum, in dem AIF bei gesunden Zellen
lokalisiert ist, zur caspasenunabhängigen Induktion von Apoptose führt.
Diese Freisetzung von AIF aus dem Intermembranraum ermöglicht die nachfolgende Translokation
von AIF in den Zellkern, wo AIF zur peripheren Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung
führt.  Die  molekularen  Mechanismen  der  durch  AIF  vermittelten  DNA-Fragmentierung  sind  nicht
bekannt. Bindung von AIF an die chromosomale DNA ist aber für die apoptotische Aktivität erforderlich
(Ye et al., 2002). Cytosolisches AIF bewirkt die Freisetzung weiterer AIF-Moleküle und anderer pro-
apoptotischer Faktoren wie Cytochrom c aus den Mitochondrien (Susin et al., 1999), was allerdings von
zusätzlichen, bisher unbekannten cytosolischen Faktoren abhängig ist. Neben der Apoptoseinduktion
durch Schädigung der nukleären DNA agiert AIF offensichtlich auch als proapoptotisches Signalmolekül
im Cytosol, was zu einer Verstärkung der apoptotischen Aktivität von AIF führt. Eine solche Signal-
verstärkung ist eine entscheidende Eigenschaft eines Effektors in Antikörperfusionsproteinen, da die
Effektorkonzentrationen, die mit einem solchen Antikörper-basierten Ansatz intrazellulär erreicht werden
können, limitiert sind.
Da AIF in apoptotischen Zellen ohne N-terminales mitochondriales Lokalisationssignal freigesetzt
wird und in dieser Form proapoptotisch wirkt (Susin et al.,  1999),  wurde  in  den  in  dieser  Arbeit
beschriebenen  Fusionsproteinen  diese  verkürzte  Form  des  AIF  (AIFΔ1-100)  eingesetzt.  In  diesen
Fusionsproteinen  war  die  Sequenz  des  AIF  N-terminal  mit  dem  ErbB2  spezifischen  scFv(FRP5)
Antikörper fusioniert, um Spezifität für ErbB2 exprimierende Tumorzellen zu erreichen. Zur Induktion
von Apoptose muß AIF in das Cytosol bzw. den Zellkern gelangen. Um eine cytosolische Translokation4 Diskussion
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von AIF zu erreichen, wurde in dem Konstrukt 5-E-AIF die Translokationsdomäne von Pseudomonas
aeruginosa Exotoxin A eingefügt. Diese Domäne ist im Wildtyp-Toxin notwendig für den retrograden
Transport vom Endosom über Golgi Apparat und endoplasmatisches Retikulum in das Cytosol. Das in
dieser Arbeit exprimierte Fusionsprotein 5-E-AIF ähnelt vom modularen Aufbau her dem Immuntoxin
scFv(FRP5)-ETA,  das  neben  dem  Antikörperfragment  scFv(FRP5)  und  der  Exotoxin A
Translokationsdomäne auch die katalytisch aktive Domäne des Toxins enthält. Da diese katalytische
Exotoxin A Domäne im hier konstruierten Protein gegen AIFΔ1-100, einer Domäne humanen Ursprungs,
ausgetauscht ist, kann es im Prinzip als partiell „humanisiertes Immuntoxin“ bezeichnet werden.
Die  in  dieser  Arbeit  abgeleiteten  AIF-Fusionsproteine  5-AIF,  5-E-AIF  und  5-E-AIFR192A/K194A
konnten in E. coli in großen Mengen exprimiert werden, lagen jedoch hauptsächlich in Form unlöslicher
„inclusion bodies“ vor. Die Proteine wurden denaturiert, via Ni
2+-Affinitätschromatographie gereinigt und
geeignete  Renaturierungsbedingungen  etabliert,  um  die  Proteine  in  ihre  aktive  Konformation
zurückzufalten.  In  durchflußcytometrischen  Analysen  konnte  gezeigt  werden,  daß  die  AIF-
Fusionsproteine spezifisch an ErbB2 auf der Oberfläche von Tumorzellen binden. Die Funktionalität der
AIF-Domäne wurde in einem elektrophoretischem Mobilitätsshiftassay untersucht, in dem AIF mit den
DNA-Fragmenten eines DNA-Größenstandards elektroneutrale Komplexe bildete, die keine elektro-
phoretische Mobilität im elektrischen Feld besaßen. Die sequenzunspezifische Bindung von AIF an DNA
wird durch die Präsenz basischer Aminosäureseitenketten auf der Oberfläche von AIF bewirkt und ist
entscheidend für die proapoptotische Aktivität des Flavoproteins (Ye et al., 2002).
Immunfluoreszenzexperimente, in denen ErbB2 positive A-431 Zellen mit AIF-Fusionsproteinen
inkubiert  wurden,  zeigen,  daß  die  Proteine  innerhalb  weniger  Stunden  internalisiert  werden.  Die
inhomogene  punktuelle  Färbung  der  internalisierten  Fusionsproteine  läßt,  wie  oben  für  die  GrB
Fusionsproteine beschrieben, auf eine Lokalisation in membranumschlossenen Vesikeln schließen. Der
zur Detektion der AIF-Fusionsproteine verwendete mAk M2 erkennt das FLAG Epitop am N-Terminus
des scFv(FRP5). Aus diesem Grunde kann mit diesen mikroskopischen Analysen jedoch keine genaue
Aussage über die Lokalisation der AIF-Domäne gemacht werden.
Bei korrekter Funktionsweise sollte die bakterielle Translokationsdomäne von 5-E-AIF durch die
endosomale  Protease  Furin  gespalten  werden.  Nach  der  Spaltung  ist  weiterhin  die  Detektion  der
scFv(FRP5) Domäne möglich, nicht jedoch die Identifizierung der Lokalisation der AIF Domäne. Um
eine potentielle Kernlokalisation der AIF-Domäne zu analysieren, ist ein AIF spezifischer Antikörper
notwendig. Ein hierzu geeigneter Antikörper steht jedoch gegenwärtig nicht zur Verfügung.
 Die AIF-Fusionsproteine 5-E-AIF und 5-E-AIFR192A/K194A, nicht jedoch das 5-AIF Fusionsprotein,
in  dem  die  Translokationsdomäne  des  bakteriellen  Exotoxin A  fehlt,  waren  gegenüber  ErbB2
exprimierenden A-431 Vulvakarzinomzellen cytotoxisch aktiv. Diese Cytotoxizität war vergleichbar mit
der des rekombinanten Immuntoxins scFv(FRP5)-ETA, das in MTT-Assays als Kontrolle eingesetzt
wurde. Bei Proteinkonzentrationen der Fusionsproteine 5-E-AIF und 5-E-AIFR192A/K194A von 100 ng/ml
zeigten A-431 Zellen nach 72 h eine Überlebensrate von 23 % (5-E-AIF) bzw. 18 % (5-E-AIFR192A/K194A)4 Diskussion
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in  MTT-Assays.  Diese  cytotoxische  Aktivität  der  AIF-Fusionsproteine  war  allerdings  trotz  Trans-
lokationsdomäne nur in Gegenwart des endosomolytischen Reagenz Chloroquin gegeben.
In  den  MTT-Assays  wurde  nicht  untersucht,  inwieweit  die  cytotoxische  Aktivität  der
Fusionsproteine von der Präsenz des Zielrezeptors ErbB2 abhängt. Dies könnte durch die Verwendung
ErbB2-negativer Zellen oder mit Hilfe von Kompetitionsexperimenten mit dem parentalen mAk FRP5
untersucht  werden.  Die  durchflußcytometrischen  Analysen,  die  mit  den  AIF-Fusionsproteinen
durchgeführt wurden und bei denen auch ErbB2-negative Renca-lacZ Zellen eingesetzt wurden, zeigen
jedoch, daß AIF spezifisch an den Zielrezeptor ErbB2 auf der Zelloberfläche bindet. Zudem lassen die in
den  MTT-Assays  gemessenen  hohen  cytotoxischen  Aktivitäten  der  AIF-Fusionsproteine  auf  einen
spezifischen Aufnahmemechanismus der AIF-Fusionsproteine schließen, da derart hohe Aktivitäten bei
einem unspezifischen Aufnahmemechanismus nicht zu erwarten sind. Funktionelle Analysen mit den in
dieser Arbeit konstruierten AIF-Fusionsproteinen, bei denen auch die Abhängigkeit der cytotoxischen
Aktivität dieser Proteine von der Präsenz des Zielrezeptors ErbB2 untersucht wird, werden derzeit von
Hayat Mahmud in unserer Arbeitsgruppe weitergeführt.
Abb. 3.2  Modell der Funktionsweise von AIF Fusionsproteinen. (A) Das AIF-Fusionsprotein 5-AIF wird nach Zellbindung über ErbB2
durch  rezeptorvermittelte  Endocytose  aufgenommen  und  durch  das  endosomolytische  Reagenz  Chloroquin  aus  dem  endosomalen
Kompartiment freigesetzt. Im Cytosol von Zielzellen induziert das Protein keine Apoptose, da die proapoptotische Aktivität der AIF
Proteindomäne sehr wahrscheinlich durch das scFv(FRP5) Antikörperfragment inhibiert wird. (B) Das AIF Fusionsprotein 5-E-AIF enthält
neben scFv(FRP5) und AIF Domänen zusätzlich die Translokationsdomäne des bakteriellen Exotoxin A. Rezeptorbindung und Aufnahme des
Fusionsproteins erfolgt analog zu (A). Im endosomalen Kompartiment könnte die durch Furin katalysierte Prozessierung innerhalb der
Translokationsdomäne zu einer „Aktivierung“ der AIF Domäne führen. Chloroquin vermittelt dann die Freisetzung der AIF Domäne in das
Cytosol. In gespaltener Form ist AIF sehr wahrscheinlich aktiv und führt zur Induktion von Apoptose (weitere Erläuterungen im Text).
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Das AIF-Fusionsprotein 5-E-AIFR192A/K194A, bei dem die HSP70-Bindungsstelle durch Punktmutation von
zwei basischen Aminosäuren (R192A, K194A) inaktiviert ist (Gurbuxani et al., 2003; Schmitt et al.,
2003), zeigte im Vergleich zu 5-E-AIF, in dem diese Bindungsstelle unverändert ist, keine gesteigerte
cytotoxische Aktivität gegenüber A-431 Zellen. Die Bindung von HSP70 an cytosolisches AIF blockiert
dessen nukleären Import und vermindert so die proapoptotische Wirkung von Wildtyp-AIF (Gurbuxani et
al., 2003). Überexpression von HSP70 durch Tumorzellen trägt zu deren tumorigenem Potential bei und
vermittelt  Resistenz  gegenüber  Chemotherapie  (Garrido  et al.,  2003;  Jaattela,  1999).  Diese  anti-
apoptotische Aktivität von HSP70 ist allerdings nicht nur auf die Blockade des nukleären Imports von
AIF sondern auch auf zwei weitere antiapoptotische Aktivitäten des Hitzeschockproteins zurückzuführen.
HSP70 verhindert zusammen mit HSP27 die Rekrutierung von Procaspase-9 zum Apoptosom (Beere et
al.,  2000).  Außerdem  ist  HSP70  in  der  proteasomalen  Degradation  verschiedener  apoptotischer
Signalmoleküle involviert (Garrido et al., 2003). Der fehlende Unterschied in der Cytotoxizität von
5-E-AIFR192A/K194A  und  5-E-AIF könnte darin begründet liegen, daß HSP70 in A-431 Zellen nicht in
ausreichender Menge vorlag, um den nukleären Import der eingebrachten exogenen AIF-Moleküle zu
verhindern. Darüber hinaus agiert AIF auch im Cytosol als proapoptotisches Signalmolekül, da es die
Freisetzung von anderen apoptotischen Signalmolekülen wie z. B. auch von endogenem AIF aus dem
mitochondrialen Intermembranraum fördert.
Die Daten der Cytotoxizitätsassays zeigen auch, daß die bakterielle Translokationsdomäne für die
cytotoxische Aktivität der AIF-Fusionsproteine erforderlich ist, für die Translokation von AIF in das
Cytosol  aber  vermutlich  nicht  ausreicht.  Hierfür  wird  zusätzlich  das  endosomolytische  Reagenz
Chloroquin  benötigt.  Chloroquin  wurde  in  diesem  Metabolisierungsassay  in  einer  Konzentration
(100 µM) verwendet, die bei A-431  Zellen  für  den  „endosome  escape“  des  GrB-5 Fusionsproteins
ausreichend war. Das AIF-Fusionsprotein 5-AIF zeigt jedoch im Gegensatz zum GrB-5 Fusionsprotein in
Gegenwart  von  Chloroquin  keinen  cytotoxischen  Effekt.  Eine  mögliche  Erklärung  hierfür  ist,  daß
Chloroquin zwar die Translokation von 5-AIF in das Cytosol bewirken kann, cytosolisches 5-AIF aber
keine proapoptotische Aktivität besitzt. Im Gegensatz hierzu sind beide AIF-Fusionsproteine, die die
bakterielle  Translokationsdomäne  beinhalten,  cytotoxisch  aktiv.  Wie  beschrieben  wird  Wildtyp-
Exotoxin A nach der Internalisierung innerhalb der Translokationsdomäne gespalten. Für die Trans-
lokation der katalytischen Domäne vom endosomalen Kompartiment in das Cytosol ist ein C-terminales
ER-Retentionssignal erforderlich (Chaudhary et al., 1990), welches als intrazelluläres „targeting“-Signal
dient  und  in  der  Zielzelle  einen  retrograden  Toxintransport  über  den  Golgi  Apparat  und  das
endoplasmatische Retikulum ermöglicht. Die erhaltenen Ergebnisse lassen sich so interpretieren, daß die
N-terminale  scFv(FRP5)  Proteindomäne  die  proapoptotische  Aktivität  von  AIF  verhindert.  Die
Translokationsdomäne  des  Exotoxin A,  die  notwendig  für  die  cytotoxische  Aktivität  der  AIF-
Fusionsproteine ist, kann hier nicht als „endosome escape“ Funktion agieren, weil ein C-terminales
KDEL-Signal fehlt. Allerdings scheint sie für die „Aktivierung“ der AIF-Domäne durch die endosomale
Protease Furin erforderlich zu sein. Die eigentliche Translokation wird dann durch das endosomolytische4 Diskussion
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Reagenz Chloroquin bewirkt. Diese Hypothese wurde durch Mikroinjektionsexperimente mit humanen
HeLa  Cervix-Adenokarzinomzellen  HeLa  bestätigt,  bei  denen  AIF-Fusionsproteine  in  das  Cytosol
injiziert wurden. HeLa Zellen wurden verwendet, da die Inkubation von isolierten HeLa Zellkernen mit
rekombinantem AIFΔ1-100 zur ausgeprägten Chromatinkondensation führt (Susin et al., 1999). Diese Zellen
sind also offensichtlich gut geeignet, um anhand der Kernmorphologie die cytotoxische Aktivität von AIF
zu  untersuchen.  In  den  Mikroinjektionsexperimenten  war  kein  cytotoxischer  Effekt  der
AIF-Fusionsproteine zu beobachten. Dies deutet darauf hin, daß die scFv(FRP5) Domäne in der Tat die
proapoptotische Aktivität der AIF Domäne inhibiert.
Um weitere Hinweise auf die Funktion von AIF Fusionsproteinen zu erhalten, wird derzeit von
Hayat Mahmud in unserer Arbeitsgruppe ein unfusioniertes AIFΔ1-100 Kontrollprotein abgeleitet, welches
in Mikroinjektionsexperimenten auf seine cytotoxische Aktivität untersucht werden soll. Zudem wird ein
5-E-AIF Fusionsprotein abgeleitet, das am C-Terminus ein ER-Retentionssignal (KDEL) besitzt. Dieses
Protein  sollte  unabhängig  vom  endosomolytischen  Reagenz  Chloroquin  Apoptose  in  ErbB2  expri-
mierenden Tumorzellen induzieren können, sofern damit ein dem katalytischen Fragment von Exotoxin A
entsprechendes intrazelluläres „routing“ der AIF Domäne erreicht werden kann.
Ziel  dieser  Arbeit  war  es,  Proteine  apoptotischer  Signalkaskaden  zu  nutzen,  um  selektiv  in
Tumorzellen Apoptose zu induzieren. Dieses Ziel wurde mit den beiden prototypischen Fusionsproteinen
GrB-5 und GrB-T erreicht. Diese Proteine zeigen in vitro eine hohe und selektive cytotoxische Aktivität
gegenüber Tumorzellen, die den entsprechenden Zielrezeptor überexprimieren. Mit Fusionsproteinen, in
denen AIF als alternative Effektordomäne eingesetzt wurde, konnte dieses Flavoprotein spezifisch in
Tumorzellen  eingeschleust  werden.  Hierbei  wurden  vielversprechende  Daten  erhalten,  die  eine
Weiterführung dieses Ansatzes als sinnvoll erscheinen lassen.
Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit erhaltenen Daten, daß das selektive Einbringen
proapoptotischer Effektormoleküle in Tumorzellen in der Tat ausreichend ist, diese malignen Zellen
durch  Induktion  von  Apoptose  abzutöten.  Eine  weitere  Analyse  der  in  dieser  Arbeit  abgeleiteten
Fusionsproteine in vivo erscheint daher sinnvoll.5 Literatur
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6 Abkürzungen und Einheiten
5-AIF scFv(FRP5)-AIF Fusionsprotein
5-E-AIF scFv(FRP5)-ETAII-AIF Fusionsprotein
A Ampère (Stromstärke)
Abb.  Abbildung
Ac-DEVD-pNA N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-Nitroanilid
Ac-IETD-CHO N-Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-Aldehyd
Ac-IETD-pNA N-Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-Nitroanilid
AIF engl. „apoptosis inducing factor“
α α-Faktor Signalpeptid aus S. cerevisiae
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosäure
bAP biotinylierte Alkalische Phosphatase
bEGFP biotinyliertes EGFP
bETA42 biotinyliertes ETA42
bGrB biotinyliertes GrB
bp Basenpaare
BSA engl. „bovine serum albumine“
C. elegans Caenorhabditis elegans
ca. circa
CAD engl. „caspase activated DNAse“
CL Cytotoxische Lymphocyten
CTL Cytotoxische T-Lymphocyten
cDNA engl. „complementary DNA“
CLSM engl. „confocal laser scanning mikroskopie“
Cyt. c Cytochrom c
DFF engl. „DNA fragmentation factor“
d. h. das heißt
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DT Diphtherietoxin
DTT Dithiothreitol
Translokationsdomäne von Diphtherietoxin
E. coli Escherichia coli
ECL „enhanced chemoluminescence“
EDTA Ethylendiamin-tetraacetat
EGFP engl. „enhanced green fluorescent protein“
EGF engl. „epidermal growth factor“
EGFR engl. „epidermal growth factor receptor“
ELISA engl. „enzyme-linked immunosorbent assay“
Endo G Endonuklease G
ER Endoplasmatisches Retikulum
ETA Exotoxin A aus Pseudomonas aeruginosa
ETAII Translokationsdomäne von Exotoxin A
ETA42 verkürzte Exotoxin A Variante, in der die Zellbindungsdomäne fehlt
F Farad (Kapazität)
FLAG-tag (Epitop des mAk M2 anti-FLAG)
FACS engl. „fluorescence activated cell sorting“
fur Erkennungssequenz der Endoprotease Furin (Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg)
furS Erkennungssequenz der Endoprotease Furin (Arg-Ala-Arg-Tyr-Lys-Arg-Ser)
g Erdbeschleunigung
Gramm
GAPDH Glyceral-3-phosphat-Dehydrogenase
GST Gluthation S-Transferase aus Schistosoma japonicum
GrB Granzym BAbkürzungen und Einheiten
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GrB-5 Granzym B-scFv(FRP5) Fusionsprotein
GrB-T Granzym B-TGFα Fusionsprotein
h Stunden
H Hexahistidin-tag
HBS engl. „Hepes buffered saline“
HIV humanes Immunodefizienz-Virus
HRP engl. „horse radish peroxidase“
ICAD engl. „inhibitor of CAD“
IgG Immunoglobulin G
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid
k Kilo (10
3)
kb Kilobasenpaare
kDa Kilodalton
Konz. Konzentration
l Liter
m Meter
milli (10
-3)
M molar (mol/Liter)
Myc-tag, Epitop des mAk 9E10
MGV engl. „mean gray values“
MBP Maltose Bindungsprotein, engl. „maltose binding protein“ aus E. coli
MHC engl. „major histocompatibility complex“
min Minuten
mRNA messenger RNA
NK-Zellen Natürliche Killerzellen
µ micro (10
-6)
n nano (10
-9)
ODx optische Dichte bei der Wellenlänge x nm
ompA Signalpeptid des „outer membrane protein A“ von E. coli
p pico (10
-12)
pelB Signalpeptid der „pectate lyase B“ von Erwinia carotovora
PI-9 Proteinase Inhibitor-9
P. pastoris Pichia pastoris
PBS engl. „phosphate buffered saline“
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR engl. „polymerase chain reaction“
PI Propidiumjodid
R Ohm (Widerstand)
RNA Ribonukleinsäure
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR
S Epitop des mAk Swa11
SA core-Streptavidin
SA-5 Streptavidin-scFv(FRP5) Fusionsprotein
S. cerevisia Saccharomyces cerevisiae
SA Streptavidin
scFv „single chain” Antikörper
SDS Natrium-Dodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
sek Sekunden
sog. sogenannte/r/s
TBS engl. „Tris buffered saline“
TEMED N,N′-Tetramethyl-ethylen-diamin
TGFα engl. „transforming growth factor α“
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit (Enzymaktivität)
V Volt (Spannung)
v/v engl. „volume per volume“
W Watt (Leistung)
w/v engl. „weight per volume“
z. T. zum Teil
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